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Elemento de respuesta esteroidea.
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INTRODUCCION
1 . - ANTECEDENTES HISTORICOS.
En 1855, Thomas Addison y un gnipo de colaboradores del 
Guy's H ospital describen  el caso de 11 pacientes con una 
sintom atologia especial, relacionada con un transtorno en las 
capsulas suprarrenales. Era el com ienzo en la investigaciôn 
c ie n t i f ic a  de las tam bién  llam adas  g lân d u las  ad rena les .
Posteriormente se define con mayor precision que son ôrganos 
esenciales para la vida (Brown-Sequard, 1856) y que juegan un 
papel muy im portante  en la defensa del organism e ante las 
infecciones (Cohoe, 1922), Cuando se descubre la epinefrina y su 
lugar de sintesis, se empieza a distinguir entre corteza y médula 
adrenal, y se llega a la conclusion de que es la corteza, y no la 
médula, el tejido esencial para el ser vivo (Hartman, 1927). A 
partir de este momento se intensificaron los trabajos para tratar 
de dilucidar la funciôn o funciones de esta corteza adrenal. Se 
piensa en un posible papel endocrino; pero, con las técnicas de
aquel momento, resultaba dificil aislar los productos de secreciôn 
en forma activa y, ademâs, eliminar la posible contaminaciôn por 
catecolaminas del tejido muscular.
Hartman y col., (1927) y Rogoff y Stewart (1928) consiguen 
extractos de corteza adrenal que alargan la vida de animales 
adrenalectomizados durante unos dias. Poco después. Swingle y
Pfiffner (1930,1931) preparan unos extractos que mantienen en 
perfecto  estado  gatos ad renalec tom izados durante  100 dias.
Britton y S ilve tte  (1932) inyectaron  este ex tracto  a gatos
adrenalectomizados a punto de morir y los animales recobraron su 
vigor habituai. Después de la adrenalectomia habian rechazado la 
comida, tenlan los niveles de azûcar en sangre extremadamente 
bajos, y careclan de réservas de glucôgeno. Cuando administraban 
el extracto a ratas y conejos normales, pero mantenidos en ayuno, 
de nuevo se observaba un aumento en los niveles plasmâticos de 
glucosa y se prevenia  la caida en las réservas hepâticas de 
glucôgeno que normalmente ocurrla a las 7 horas de ayuno. Long y 
col.(1940) corroboraron estos resultados y ademâs vieron que el 
extracto adrenocortical aminoraba la glucosuria que presentaban 
las ra ta s  a d re n a le c to m iz a d a s .  E stas  fueron  las p r im eras  
observaciones acerca del efecto de los esteroides de la corteza 
adrenal sobre  el m étabo lism e h idrocarbonado . Los trabajos 
posteriores perm itieron poner de relieve la gran importancia de 
este efecto lo que condujo a la tan conocida denominaciôn de 
glucocorticoides. Los corticosteroides sintetizados por las glândulas 
adrenales que tienen actividad de glucocorticoide son también los 
que actùan sobre  m etaboiism o de protelnas y aum entan la 
capacidad del musculo para realizar un trabajo sostenido (Ingle y 
Baker, 1953).
La corteza suprarrenal sintetiza unos 30 esteroides. Reciben 
el nombre genérico  de corticoïdes y pueden agruparse en très 
clases. Los glucocorticoides^  entre los que el cortisol es el mâs 
importante, se oponen a algunas acciones de la insulina. El cortisol 
promueve la gluconeogénesis a partir de aminoâcidos y favorece el 
depôsito hepâtico de glucôgeno, aumenta la glucemia y disminuye
la u tilizaciôn  perifé rica  de la glucosa. Estim ula tam bién la 
utilizaciôn de âcidos grasos y la cetogénesis. Los glucocorticoides 
po seen  ta m b ié n  una  no tab le  acc iôn  a n t i - in f la m a to r ia  y 
an tia lé rg ica .
La segunda clase de esteroides adreno corticales comprende 
a los m ineralocorticoides, que promueven la retenciôn de Na"^ y la 
pérdida de por los rinones; a través de esta acciôn estas
hormonas mantienen el balance de agua y sales en el cuerpo. El 
corticosteroide mâs importante de este grupo es la aldosterona.
La te rce ra  c lase de estero ides ad renocortica les  posee 
p ro p ied ad es  in te rm e d ia s  en tre  los g lu co co r tico id es  y los 
m ineralocorticoides. La principal hormona de esta clase es la 
co rt icos te rona .
En realidad esta clasificaciôn es un poco arbritaria ya que 
algunos g lu co co rtico id es  tienen activ idad  m inera locortico idea  
(N aray-Pejes-Toth y Fejes-Toth, 1990) y un m ineralocorticoide
como la aldosterona, administrado en dosis muy altas, perturba el
metaboiismo glucidico. Asi, se ha visto que en intestine perfundido 
in vivo de ratas adrenalectomizadas, existe una marcada reducciôn 
en la absorciôn de Na""" y H2O, en la secreciôn de potasio, y en la 
diferencia de potencial transmural, y que la adminsitraciôn de 
dexametasona y no de aldosterona, restaurô el movimiento normal 
de los electrolitos. Por tanto los glucocorticoides regulan el fluido 
basai en el colon y la funciôn electroHtica, (Bastl, y col., 1980).
También se ha estudiado el papel que tienen los glucocorticoides
como reguladores de la adaptaciôn del tûbulo proximal a la 
acidosis metabôlica, en rinôn, (Kinsella y col., 1984). Noronha-Blob 
y Sacktor, (1986), observaron que en células aisladas de tûbulos 
p roxim ales de rinôn de conejo, la adm inistraciôn  aguda de 
dexametasona, incrementô la actividad del intercambiador Na'^'/H'*'. 
Este efecto requeria sintesis de ARN y proteinas lo cual sugiere 
una acciôn de g lucocortico ides  sobre sin tesis de novo  de 
intercambiadores (Bidet y col., 1987).
Hemos mencionado higado y mûsculo como tejido-diana  de la 
acciôn de los corticoïdes adrenales. Pero, ademâs, hemos de 
destacar que estas hormonas tienen un efecto muy importante 
sobre sistema cardiovascular, procesos relacionados con ciertos 
sen tidos (o lfa to , gusto , o ido), s is tem a lin fâ tico , respues ta  
inflamatoria de los tejidos, etc... La importancia fisiolôgica de estos 
efectos depende de los niveles de corticosteroides en sangre y de 
la afinidad de los distintos receptores tisulares por las hormonas.
2 . - MECANISMO DE ACCION DE LOS GLUCOCORTICOIDES.
Los esteroides adrenales se unen a receptores especificos en 
el citoplasma de las células de sus tejidos diana. Una vez formados 
los complejos hormona-receptor, en el citosol, se translocan hasta 
el nûcleo e interaccionan con los sitios aceptores de cromatina. Esta 
teoria ha sido cuestionada por King (1986) quién demostrô que los 
receptores esteroideos estân localizados preferentem ente en el 
nûcleo (King 1987). En cualquier caso la interacciôn hormona- 
receptor permite la transcripciôn selectiva de determinados genes, 
que posteriormente serân traducidos en el citoplasma (Litwack y 
Singer, 1972; Thompson y Lippman,1974; Cake y Litwack, 1975; 
Evans, 1988; Beato, 1989).
A nivel molecular, los avances realizados, en las ultimas 
décadas, sobre la regulaciôn de la expresiôn genética por estas 
hormonas han sido espectaculares. Asi, por ejemplo, hoy se conoce 
la o rgan izac iôn  en dom inios funciona les  del recep to r de 
glucocorticoides (RG, Fig. 1), asi como que el gen que lo codifica se 
encuentra  situado en el crom osoma 5. Recientem ente se ha 
descrito la ex is tencia  de dos isoformas para el receptor de 
g lucocorticoides en humanos (Encio y Detera-W adleigh, 1991). 
Howard y D istelhorst,(1988), demostraron que en ausencia de 
hormona, en el RG existe una proteina hsp90 (heat-shock protein) 
unida selec tivam ente  a la region de union de la hormona, 
ejerciendo un efecto inhibidor en el receptor. La presencia de la 
hormona (glucocorticoides) desplaza a la proteina y su union con el
FIGURA 1
ORGANIZACION DE LOS DOMINIOS FUNCIONALES DEL RECEPTOR DE
GLUCOCORTICOIDES (GR).
GR A B C D E F
NU NL2
e n h 2 / n 1 enhl JT 2
Especificidad de union al ADN 
Localizaciôn nuclear 
T ransactivaciôn  
Union al esteroide
RG es necesaria para la activaciôn del receptor como factor de 
transcripciôn. Esta uniôn hormona-receptor (H-R), en el caso del RG 
permite su desplazamiento hasta el nûcleo celular.
El papel p rinc ipa l  del com ple jo  H -R  es reg u la r  la 
transcripciôn de determinados genes tras la uniôn del complejo a 
d e te rm inad as  secuencias  del ADN, llam adas elem en tos de 
respuesta  horm onal (HRE). Las secuencias de los receptores 
responsables de la uniôn al ADN, son similares a las de otros 
factores de transcripciôn. En el caso de los RG, esta regiôn C (Fig. 
1)., posee 66 aa y contiene dos digitaciones de zinc, que confieren 
especificidad de uniôn al ADN. Como se observa en la figura 1, esta 
regiôn C comparte también la funciôn de localizaciôn nuclear. 
Considerables progresos se han hecho en la identificaciôn exacta de 
las secuencias de ADN necesarias para la acciôn de los receptores 
nucleares. Asi, por ejemplo, se sabe que los elementos de 
respuesta a glucocorticoides, poseen una secuencia conservada de 
un hexanucleô tido , TGTTCT. M ientras que los receptores de 
esteroides pueden actuar a través de un simple elemento de 13-15 
pares de bases, muchos genes regulados por esteroides contienen 
mûltiples secuencias de elementos de respuesta esteroidea (SRE). 
Algunos de estos son incapaces de funcionar por si solos pero 
pueden actuar cooperativamente con otros SRE, esta observaciôn 
fue hecha por primera vez por Jantzen y col., (1987), en sus 
estudios realizados sobre el gen de la tirosina aminotransferasa en 
rata, cuya expresiôn es inducida por glucocorticoides. Cato y col., 
(1988) asi como Ankenbaner y col (1988) demostraron que un
elemento de respuesta a estrôgenos (ERE) adyacente a un elemento 
de re s p u e s ta  a g lu c o c o r t ic o id e s  (G R E ) p u ed en  a c tu a r  
sinergisticamente en la activaciôn de la transcripciôn del gen de la 
vitelogenina II, en polio, de tal manera que el glucocorticoide y el 
estrôgeno producen una respuesta m ayor que la suma de sus 
efectos individuates. Schüle y col., (1988) demostraron que los 
receptores de glucocorticoides y de progesterona pueden actuar 
sinergisticamente con otros factores de transcripciôn. Todos estos 
datos nos dan una idea del complejo control que existe sobre el 
mecanismo de inducciôn de la expresiôn de genes por hormonas 
esteroideas, pudiendo existir cooperatividad entre elementos de 
respuesta a un mismo o diferente tipo de hormona, e incluso de 
estos con factores de transcripciôn.
El d e sc u b r im ie n to  de que  tan to  and rôg en os  com o 
glucocorticoides y progestinas pueden actuar a través del elemento 
de respuesta a glucocorticoides, induce a pensar en la existencia de 
m écanism es que regulen la especific idad  de acciôn de una 
horm ona in vivo. De esta manera, los niveles de horm ona 
circulante del animal asi como su concentraciôn local influirian en 
los receptores particulares que pueden ser activados. También los 
niveles relatives de los diferentes receptores serian importantes a 
la hora de competir por la misma secuencia diana. Por otra parte, 
es posible que los receptores que reconocen una misma secuencia 
tengan diferente afinidad por ella. La distinta capacidad de los 
recep to res  para  in te racc ionar con de te rm inados factores de 
transcripciôn podria ser otro de los mecanismos. Finalmente, la
propia organizaciôn de los elementos de respuesta hormonal y de 
los elementos promotores podria influir en la sensibilidad de un 
promoter hacia una hormona particular. El conjunto de todos estos 
mecanismos basados en niveles de receptores y en sus diferentes 
aflnidades, serian responsables de la especificidad de la acciôn 
hormonal en concrete, (Ham y Parker, 1989).
En cuanto al m ecanismo de transactivaciôn, es decir, el 
mecanismo por el cual el complejo H-R una vez unido a su 
elemento respuesta  estim ula  la transcripciôn  de un prom oter 
adyacente, una de las posib ilidades séria que el receptor 
estableciera contactes proteina-proteina con otros factores de 
transcripciôn. Otro modelo, propone que la uniôn del receptor a su 
elemento respuesta  produciria  una serie de alteraciones en la 
estructura de la cromatina que permitiria a otros factores trans- 
activos interaccionar con su secuencia diana que en un principio 
era inaccesible.
Existen también evidencias que sugieren que procesos post- 
transcripcionales podrian estar regulados por estas hormonas 
esteroideas ( Shapiro y Brock, 1985), asi por ejemplo, se sabe que 
los glucocorticoides estimulan la transcripciôn del gen de la 
fosfoenolp iruvato  carboxiquinasa , pero  ademâs estabilizan los 
ARNm protegiéndolos de posibles mecanismos de degradaciôn 
(Petersen y col., 1989). En otros casos, los glucocorticoides sôlo 
tienen e fec to  in c rem en tan d o  la transc r ipc iôn  de un gen 
determinado, como es el caso de la 6-fosfofructo quinasa/fructosa
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2,6 bisfosfatasa (Marker y col., 1989), sin afectar a la estabilidad 
de los ARNm (Andreone y col., 1989; Magnuson y col., 1989). Por 
ultimo, los glucocorticoides en determinadas condiciones podrian 
ejercer un papel permisivo en la transcripciôn y regulaciôn de 
algunos ARNm, como en el de la piruvato quinasa (Vaulont y col.,
1986), en cuyo gen se ha identificado una secuencia parecida a la
de un elemento de respuesta a glucocorticoides; sin embargo, hasta 
ahora, se desconoce la funciôn de este posible elemento regulador.
H asta  ahora  nos hemos referido  a la acciôn de los 
glucocorticoides en la estim ulaciôn de enzimas que, como la 
t i ro s in a  a m in o tra n s fe ra sa ,  t r ip tô fan o  o x igenasa  y o rn itina  
descarboxilasa, actùan en el catabolismo de proteinas (Litwack y 
Rosenfield, 1973) y de otros enzimas de la gluconeogénesis. Pero 
los g lucoco rtico id es  tam bién  pueden actuar rep rim iendo  la 
expresiôn de determ inados genes. Asi, se ha visto que estas 
horm onas son capaces de rep rim ir  los genes de la pro-
melanocorticotropina, prolactina y de la subunidad a de hormonas 
glucoproteicas de mamiferos. Las secuencias de ADN a las que se 
unen en este caso los receptores se les llama negativas (Sakai y 
col., 1988; Akerblom y col., 1988), y se ha visto que son similares a 
las secuencias positivas consensuadas, lo cual significaria  un
mecanismo muy fino de control.
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3 . - EFECTOS METABOLICOS DE LOS GLUCOCORTICOIDES:
3 . 1 . -  SOBRE EL METABOLISMO DE GLUCOSA.
Los primeros trabajos sobre la influencia de las glândulas 
suprarrenales en el metaboiismo de hidratos de carbono fueron 
rea lizados por Bierry y M alloizel en 1908. Estos autores 
dem ostraron que los anim ales adrenalectom izados sufren una 
profunda hipoglucemia. La disminuciôn de los niveles circulantes 
de glucosa es el resultado de la alteraciôn, inducida por la carencia 
de esteroides adrenales, en, al menos, 3 procesos: utilizaciôn de 
glucosa por los tejidos periféricos, sintesis y degradaciôn de 
glucôgeno y gluconeogénesis.
3.1.1.- U tilizac iôn  de glucosa p o r  los te jidos pe rifé ricos .
La a d m in is trac iô n  de g lu co c o r tic o id e s  d ism in uye  la 
utilizaciôn de glucosa por los tejidos periféricos (Baxter y Forsham, 
1972). Se han descrito  efectos de corticoste rona , cortisol, 
dexametasona y prednisolona inhibiendo la utilizaciôn de glucosa 
en el tejido adiposo (Hausberg, 1958; Jeanrenaud y Renold, 1960; 
Munck y Koritz, 1962; De Pirro y col., 1981). Respuestas similares 
se han descrito en dermis de ratôn (Overell y col., 1959), células de 
timo de rata (M orita y Munck, 1964; Wira y Munck, 1970), 
linfosarcoma de ratôn (Rossen ycol., 1970) y fibroblastos (Gray y 
col., 1971).
Algunos autores (Fain, 1964) han sugerido que el râpido 
aumento de la g lucem ia observado tras la administraciôn de
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glucocorticoides podria ser el resultado de una disminucion en el 
transporte de glucosa. Esta idea estaria de acuerdo con los trabajos 
de Livingston y Lockwood (1975) y de Olefsky (1975) que 
describen una inhibicion del transporte de glucosa, inducida por 
dexam etasona, en adipocitos de rata. Una d ism inuciôn  del 
transporte de g lucosa también ha sido descrita  en adipocitos 
humanos de pacientes tratados con prednisolona (Pagano y col., 
1983).
Aunque no puede descartarse  un efecto directo de los 
glucocorticoides sobre el transporte de glucosa en algunos tejidos, 
la mayoria de los autores se inclinan por un mecanismo indirecto 
relacionado con cambios en los niveles circulantes de insulina y/o 
en la alteracion de la respuesta normal de ciertos tejidos a la 
insulina. Es un hecho bien conocido que Junto a la hipoglucemia, los 
animales adrenalectomizados cursan con hipoinsulinemia (Haring y 
col., 1980). Por otra parte, los glucocorticoides disminuyen la 
sensibilidad a insulina en distintos tejidos (Plested y col., 1987) lo 
que explicaria que tanto los animales adrenoprivos (Debodo y col., 
1963) como humanos con insuficiencia suprarrenal muestran in 
vivo una hipersensibilidad al tratamiento con insulina (Fraser y 
col., 1941). Este aumento en la sensibilidad a insulina (ED50), 
parece ser consecuencia de un aumento en la capacidad de union 
de la insulina a sus receptores (Kahn y col., 1978; Hâring y col., 
1980), que se produce tras la adrenalectomia o en pacientes con 
enferm edad de Addison (Takeda y col., 1987). Esta relaciôn 
inversa entre los niveles de insulina y capacidad de esta hormona
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para unirse a sus receptores se ha demostrado también en otras 
situaciones como el ayuno (Olefsky, 1976; Kasuga y coL, 1977) o la 
diabetes (W ieringa y Krans, 1978; Davidson y Kaplan, 1977; 
Schoenle y col., 1977) que se caracterizan por cursar con niveles 
bajos de insulina. El tratamiento con corticoesteroides produce, por 
el contrario, una disminuciôn en la union de insulina con sus 
receptores. Esta observaciôn  se ha rea lizado  en adipocitos, 
hepatocitos, y también en preparaciones de membranas de higado 
de rata (Olefsky y col., 1975; Kahn y col., 1978). No obstante, otros 
autores (Beck-Nielsen y col., 1980) han descrito un aumento en la 
capacidad de union de la insulina con sus receptores en monocitos 
de sujetos tratados con prednisolona, mientras que Bennet y 
Cuatrecasas (1972) no encontraron diferencias significativas en la 
capacidad de union de insulina  a sus recep tores, tras la 
administraciôn de corticosteroides a adipocitos. En cualquier caso, 
hay que senalar que la relaciôn entre la capacidad de la insulina 
para unirse a sus receptores y sus efectos biolôgicos es compleja, y 
no siem pre cambios en la interacciôn horm ona-receptor van 
acompahados por una alteraciôn en la sensibilidad del tejido diana 
a la insulina, puesto que también influyen otros factores que 
actùan a nivel postreceptor. Esto explicaria que no se observen 
cambios en la sensibilidad a insulina en procesos taies como la 
oxidaciôn de glucosa, en adipocitos de ratas adrenalectomizadas 
comparados con células de ratas sometidas a una operaciôn 
simulada, a pesar de que las ratas adrenoprivas mostraron una 
capacidad aum entada de uniôn de insulina a sus receptores 
(Hâring y col., 1980).
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En el tejido hepâtico, la utiiizaciôn de glucosa depende, en 
gran parte, de la actividad de glucoquinasa. Se ha observado que 
los g lucocortico ides ejercen una acciôn perm isiva  sobre la 
inducciôn de la sintesis del enzima mediada por insulina tanto in 
vivo (Sibrowski y Seitz, 1980) como in vitro (Schudt, 1979; Katz y 
col., 1979).
3.1.2.- M é ta b o l is m e  de g lucôgeno .
Una acciôn bien establecida de los corticoïdes adrenales, en 
el animal intacto, es estimular el almacenamiento hepâtico de 
glucôgeno (Long y col., 1940; Landau y col., 1965), como puede 
deducirse de la disminuciôn en el contenido hepâtico de glucôgeno 
que se produce tras la adrenalectomia (Britton y Silvette, 1937; 
L an d au , 1965). C uan do  se so m ete  a ayuno  a ra tas  
adrenalectomizadas, estas pierden casi por completo la capacidad 
para almacenar glucôgeno en el higado (Whitton y Hems, 1976). 
Esta a lteraciôn  es, quizâs, la mâs severa que produce la 
adrenalectomia en el metabolismo hepâtico. En algunos casos, se ha 
intentado explicar este efecto por una menor disponibilidad de 
precursores glucogénicos, consecuencia de una menor tasa de 
g lu co n eo g én es is ,  p ro duc ida  por la carenc ia  de estero ides 
suprarrenales (Margolis y Curnow, 1983). No obstante, todavia no 
se ha alcanzado un acuerdo en determinar la contribuciôn relativa 
de las rutas directa e indirecta, es decir a partir de glucosa o de 
precursores de très âtomos de carbono, a la sintesis de glucôgeno 
(Katz y col., 1976; Geelen y col., 1977; Newgard y col., 1984;
1 5
Shulman y col., 1985; Mitrakou y col., 1991). La llamada paradoja
de la glucosa (Katz y Me Garry, 1984; Katz y col., 1986; Landau y
Wahren, 1988) sigue siendo objeto de controversia, sin que pueda 
precisarse si la estimulaciôn de la sintesis de glucôgeno, inducida 
por precursores gluconeogénicos, sea debida exclusivamente a su 
participaciôn com o substratos o in terviniendo como elementos 
reguladores (Youn y Bergman, 1990).
La regu lac iôn  del m etabo lism o  del g lucôgeno  afecta  
frecuentemente a los dos enzimas claves del proceso: fosforilasa y 
glucôgeno sintasa (Bishop y Larner, 1967; De W ulf y col., 1970). 
Estos dos enzimas existen en formas activa e inactiva, cuya 
in terconversiôn esta  contro lada por proteinas quinasas y por
proteinas fosfatasas. En el caso de la fosforilasa se conoce un ùnico 
enzima capaz de causar la fosforilaciôn y la activaciôn: fosforilasa 
quinasa. Esta proteina fosforila un ùnico residuo por subunidad y 
puede ac tivarse  d irec tam en te  por los iones Ca^^ (Khoo y 
S te inberg ,1975; V andenheede y col., 1979; Chrisman y Exton,
1980) o por fosforilaciôn por una proteina quinasa dependiente de 
AMPc. La glucôgeno sintasa, puede ser fosforilada por diversas 
quinasas en multiples sitios. El enzima hepâtico es fosforilado en, 
al menos, 6 sitios que se encuentran agrupados en un extremo de 
la m olécula (Roach, 1986), por distintos tipos de proteinas 
quinasas, dependientes de AMPc, Ca7+ o independientes de estos 
efectores como la caseina quinasa 1 y 2 ( Revisado en Villar-Palasi 
y Guinovart, 1986). Del mismo modo, se conocen varias fosfatasas 
que desfosforilan la glucôgeno sintasa y fosforilasa. En los ûltimos
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anos se ha hecho un gran esfuerzo por estudiar y clasificar estas 
proteinas (Ingebritsen y Cohen, 1983; Cohen, 1989). Cohen divide 
a estos enzimas en dos grupos: Tipo 1 (inactivados por los llamados 
inhibidores 1 y 2) y T ipo 2. Los de tipo 1 desfosforilan  
preferentemente a las subunidades tipo P de la fosforilasa quinasa, 
mientras que las de tipo 2  tienen mayor especificidad para la 
subunidad a. Esto da una idea del complejo control al que esta 
sometido el metabolismo de glucôgeno.
Un dato bien documentado es la disminuciôn, en animales 
adrenoprivos, de la actividad de la fosforilasa total (a+b), sin 
embargo existen desacuerdos en los cambios de la actividad basai 
de la fosforilasa ‘‘a” después de la adrenalectomia (Shaeffer y col., 
1969; Chan y col., 1979; Studer y Borle, 1984). Respecto a la 
actividad de fosforilasa fosfatasa algunos autores sostienen que no 
cambia tras la adrenalectomia (Chan y col., 1979) o lo hace 
moderadamente (Tan y Nuttal, 1976), aunque se ha descrito un 
aumento en la actividad de este enzima con el tratamiento con 
glucocorticoides (Laloux y col., 1978).
El efecto de glucocorticoides aumentando el almacenamiento 
de glucôgeno en higado se ha atribuido a la activaciôn de 
glucôgeno sintasa (Hers y col., 1970; Hornbrook y col., 1966; De 
W ulf y col., 1970). En higados de ratas adrenalectom izadas, 
mantenidas en ayuno, se ha observado una inhibiciôn en la 
actividad de glucôgeno sintetasa (Miller y col., 1973; Gruhner y 
Segal 1970). Este defecto puede corregirse con insulina y/o
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g lucosa . E sta  ob se rv ac iô n  sugeria  que el e fec to  de la 
ad renalectom ia  sobre  la sin tesis de g lucôgeno podria  estar 
mediado por una defîciencia de insulina (Nichols y Goldberg, 
1972). Se sabe que la adrenalectomia disminuye la secreciôn de 
insulina por el pancréas (Malaisse y col., 1967) y la concentraciôn 
de insulina en sangre (Van Lan y col., 1974).
La inactivaciôn de glucôgeno sintasa en higado de ratas 
adrenalectomizadas, parece ser consecuencia de una disminuciôn 
en la actividad de las glucôgeno sintasas fosfatasas (Tan y Nuttal, 
1975; Margolis y Curnow, 1983). De todas las fosfatasas conocidas, 
la que parece jugar  un papel primordial en la regulaciôn del 
metabolismo del glucôgeno es la proteina fosfatasa 1 (PPl) (Cohen,
1989). Esta proteina es responsable del 85-90% de la actividad 
fosforilasa fosfatasa y del 60-75% de la actividad glucôgeno sintasa 
fosfatasa (Ingebritsen y col., 1983; Alemany y col., 1984). Pues 
bien, se ha descrito que la forma activa de esta proteina, que esta 
ligada a particulas de glucôgeno (PPl-G) esta ausente en higados 
de ratas diabéticas o adrenalectom izadas mantenidas en ayuno 
(Bollen y Stalmans, 1984; Bollen y col., 1984,1988). La actividad se 
restaura tras la administraciôn de insulina y/o glucosa a animales 
diabéticos, o de glucocorticoides a animales adrenalectomizados 
(Cohen, 1989). Este efecto de glucocorticoides es sensible a 
actinomicina D, lo cual sugiere que es necesaria la sintesis de ARN- 
m. Al menos la sintesis de uno de los componentes de la proteina 
fosfatasa 1-G esta controlada por insulina y por glucocorticoides 
(Schelling y col., 1988).
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El efecto permisivo de los glucocorticoides sobre la respuesta 
glucogenolitica a glucagon y epinefrina ha sido muy estudiado. Se 
ha d e s c r i to  q u e  la  f o s f o r i l a s a  h e p â t ic a ,  en ra ta s  
adrenalectomizadas, es insensible a la estimulaciôn por AMPc o 
epinefrina administrados in vivo (Schaeffer y col., 1969). También 
en higado o corazôn perfundidos de ratas adrenalectomizadas, la
respuesta  g lucogeno lit ica  a glucagôn, AMPc o epinefrina se 
encuentra alterada (Exton y col., 1970, 1972). Estos resultados 
sugirieron que el lugar donde se ejercia este efecto permisivo 
podria estar localizado en una etapa posterior a la producciôn del 
m ensajero  de estas horm onas. T rabajos poste rio res  parecen
confirmar esta teoria y se ha visto que la falta de glucocorticoides 
altera la capacidad del glucagôn para activar la fosforilasa b 
quinasa (Miller y col., 1971) e incluso pueden estar involucrados 
cambios en la actividad de la fosforilasa fosfatasa (Rousseau y col., 
1978; Chan y col., 1979).
La acciôn de las catecolaminas sobre glucogenolisis esta 
mediada preferentem ente por receptores a-adrenérgicos y es por 
tanto, independiente de la generaciôn de AMPc (Tolbert y Fain, 
1974; Kneer y col., 1974; Williamson y col., 1985; Exton, 1988). No 
obstante, se conoce desde hace bas tante tiempo que la epinefrina 
interaccionando con receptores de tipo P aumenta la actividad de 
adenila to  c ic lasa  y, por tanto, la producciôn de AMPc. La
adrenalectomia altera la respuesta glucogenolitica a catecolaminas, 
tanto si se trata de efectos mediados por receptores a  como p. Asi, 
se sabe que la adrenalectom ia aumenta la sensibilidad a la
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activaciôn p-adrenérgica de epinefrina, mientras que disminuye el 
componente a-adrenérgico (Chan y coi., 1979). El aumento en la 
sensibilidad de adenilato ciclasa a la activaciôn por epinefrina o 
isoproterenol, observado en higado de ratas adrenalectom izadas 
(Wolfe y col., 1976, Chan y col., 1979) y la activaciôn de fosforilasa 
fueron abolidos con el p-bloqueante propranolol, de acuerdo con la 
idea de que la defîciencia suprarrenal conduce a un incremento de 
la actividad P-adrenérgica.
La m ayor sensib ilidad  de la aden ila to  c ic lasa  a la 
estim ulac iôn  por ca teco lam inas, en ausencia  de estero ides 
suprarrenales, podria  estar  m ediada por un aum ento en la 
afinidad de receptores P por catecolaminas, una mayor eficiencia 
en el acoplam iento horm ona-receptor, o por un aum ento de 
receptores p en el tejido hepâtico (Wolfe y col., 1976; Guellaen y 
col., 1978); aunque, en ocasiones, el incremento en el numéro de 
receptores p no puede explicar el moderado aumento en la 
actividad de la adenilato ciclasa. No se han encontrado evidencias 
concluyentes de que la adrenalectomia conduzca a una mayor 
eficacia en el acoplam iento  horm ona-receptor controlando los 
niveles de las proteinas reguladoras G (Garcia-Sâinz y col., 1989). 
Otra alternativa que se ha considerado, es que la insuficiencia 
suprarrenal afecte a la interacciôn entre receptores p y « 2 - 
adrenérgicos, ya que se ha visto que los efectos mediados por los 
receptores « 2  inhiben la actividad de adenilato ciclasa (Atlas y 
Sabol, 1981). Apoyando esta ultima hipôtesis, El-Refai y Chan
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(1986), observaron un aumento considerable de los receptores 0 2 - 
adrenérgicos en higado de ratas adrenalectomizadas.
Los cambios producidos por la adrenalectomia en el sistema 
de la adenilato ciclasa acoplada a receptores p-adrenérgicos en el 
tejido hepâtico no pueden extrapolarse a todos los tejidos. Asi, por 
ejemplo, en miocardio de rata adrenalectomizada se produce una 
reduccion de la sensibilidad de la adenilato ciclasa a catecolaminas, 
y desacoplamiento sin disminucion de la densidad de receptores p- 
ad renérg icos  (D avies y col., 1981), asi com o una m enor 
acumulacion de AMPc (Phomchirasilp, Matangkasombut, 1982). En 
adipocitos y en membranas de pulmôn también se ha observado 
un menor numéro de receptores P-adrenérgicos (Schonhoferr y
col., 1972; Mano y col., 1979). En contraste, en cerebro de rata se
ha observado un aumento en la actividad de la adenilato ciclasa 
estim ulada por isoproterenol (Roberts y col., 1981; Mobley y 
Sulser, 1980). Las razones de esta disparidad de efectos, inducidos 
por la adrenalectomia, en los distintos tejidos no se conoce por el 
m om en to .
La e s t im u lac iô n  a -a d ren é rg ica  de g lucogeno lis is  estâ  
disminuida en ausencia de esteroides suprarrenales (Chan y col.,
1979). Es conocido que la uniôn de los agentes adrenérgicos a
receptores de tipo a i  desencadena una serie de acontecimientos, 
mediados por proteinas G, que llevan a la activaciôn de fosfolipasa 
G, o r ig in a n d o  un au m en to  en la g e n e rac iô n  de 1,4,5 
inosito ltrisfosfato  y diacilglicerol, lo que a su vez origina un
2 1
aumento en la concentraciôn de Ca^^ libre citosôlico y una 
activaciôn de proteina quinasa C (Kishimoto y col., 1980).
El efecto de la adrenalectomia sobre la acciôn a-adrenérgica 
podria ejercerse a nivel del acoplamiento hormona-receptor. En 
este sentido, se ha demostrado que la adrenalectomia reduce la 
densidad de receptores a i ,  (El-Refai y Chan, 1986; Borle y Studer,
1990), aunque previamente otros autores no habian encontrado 
diferencias (Guellaen y col., 1978; Preksaitis y col., 1982). La 
afinidad de los receptores a i  por los agonistas a-adrenérgicos esta 
regulada por nucleôtidos de guanina (Hoffman y col., 1980; Geynet 
y col., 1981), pues bien, se ha descrito que la adrenalectomia 
minimiza el papel de los nucleôtidos de guanina en el acoplamiento 
hormona-receptor y que este efecto es revertido en presencia de 
dexametasona (Goodhart y col., 1982). Basândose en los efectos de 
la adrenalectomia sobre la densidad de los receptores a] y p en el 
tejido hepâtico, algunos autores (Chan y Exton, 1977; Studer y 
Borle, 1984) han propuesto que tras la adrenalectomia se produce 
una alteraciôn de la activaciôn a-adrenérgica de glucogenolisis, 
que pasaria de ser un efecto predominantemente a j-adrenérgico, 
m ediado por Ca^^ a ser un e fec to  m ixto m ediado por 
adrenorreceptores a i  y p. De manera similar a lo que sucedia en la 
glucogenolisis, la estimulaciôn de ureogénesis por epinefrina en 
hepa toc ito s  de an im ales ad rena lec tom izados pasa  de estar  
m ediada p rincipalm ente  por receptores tipo a i ,  a ser una 
re sp u es ta  m ed iada  tan to  por a i  (dep en d ien te  de ca lc io  
e x tra c e lu la r ) ,  com o por p ad re n o rrec ep to re s  (H ernândez-
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Sotomayor y Garcia-Sâinz, 1984). Estos autores propusieron que 
los g lucocortico ides  de a lguna m anera podrian m odular la 
dependencia de calcio de los efectos a i  adrenérgicos.
Respecto a la influencia de la adrenalectom ia sobre los 
acontecimientos que tienen lugar tras la union de los a-agonistas a 
sus receptores, se ha descrito que el metabolismo del calcio, esta 
alterado en hepatocitos de ratas adrenalectom izadas (Studer y 
Borle, 1984).
Recientemente Freudenrich y Borle, (1988), estudiando la 
regulaciôn a-adrenérgica del metabolismo del calcio en hepatocitos 
de ra ta s  a d re n a le c to m iz a d a s  re a l iz a ro n  las s ig u ie n te s  
observaciones: los hepatocitos de ratas adrenoprivas tenian un 
mayor contenido de calcio, sin embargo en respuesta a epinefrina, 
se producia un aumento menor en la concentraciôn de calcio libre 
citosôlico, una disminuciôn en el eflujo de calcio, y una menor 
activaciôn  de glucôgeno fosforilasa, en comparaciôn con las 
respuestas producidas en hepatocitos de ratas contrôles. Por otra 
parte , hepatocitos  de ratas con trô les y ad renalec tom izadas, 
perm eabilizados con saponina, tuvieron idéntica respuesta a la 
adiciôn de IP3 , liberando calcio del reticulo endoplâsmico.
Segûn estos autores, estos efectos de la adrenalectomia sobre 
flujos de Ca^^ y su regulaciôn a-adrenérgica, podrian explicarse 
por una alteraciôn de la ATPasa dependiente de Ca^^ y de Mg^ "*" y 
por una disminuciôn en la generaciôn de IP3 en respuesta a 
epinefrina (Borle y Studer 1990). Un efecto de glucocorticoides
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induciendo la sintesis de una ATPasa dependiente de Ca^^ habia 
s ido  p re v ia m e n te  d e m o s tra d o  en v e s ic u la s  de re t ic u lo  
endoplâsmico de higado (Friedmann y Johnson, 1980).
En los ûltimos anos se han acumulado evidencias acerca de la 
implicacion de la actividad de proteina quinasa C en los efectos 
mediados por agentes a-adrenérgicos en el tejido hepâtico. Asi, 
pueden destacarse las observaciones de Corvera y Garcia-Sâinz 
(1984), que indican que los ésteres de forbol impiden el efecto a i-  
adrenérgico de activaciôn de glucogenolisis por epinefrina en 
hepatocitos aislados. La eficacia de distintos ésteres de forbol 
inhibiendo las acciones a-adrenérgicas aumenta en paralelo con la 
activaciôn de proteina quinasa C (Corverâ y col., 1986). Por otra 
parte, diacilgliceroles sintéticos (Cooper, 1985), ésteres de forbol 
(Rosier y Schoner, 1990) y hormonas que estimulan la hidrôlisis de 
fosfoinositidos (Hughes y col., 1984; Boockino y col., 1985) también 
bloquean la acciôn de los a-agonistas. Este efecto es impedido en 
presencia de inhibidores de proteina quinasa C (Garcia-Sâinz y 
H e rn â n d e z -S o to m a y o r ,  1987). E stos  t ra b a jo s  su g ie ren  la 
importancia de la proteina quinasa C en la modulaciôn de la 
respuesta a-adrenérgica. Recientemente, se ha descrito un efecto 
directo de epinefrina y otros agentes movilizadores de Ca^^ sobre 
la activaciôn de pro teina  quinasa C en hepatocitos aislados 
(Hernândez-Sotomayor y Garcia-Sainz, 1988).
Experim entos recientes de nuestro laboratorio  (Urcelay y 
col., 1990) utilizando tanto un activador de proteina quinasa C
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como el 1,2-dioctanoilglicerol (Nishizuka, 1984) como un inhibidor 
H-7 (Hidaka y col., 1984) han permitido concluir que la activaciôn 
de pro teina  qu inasa  C desem peha un papel esencial en la 
respuesta  a estim ulan tes a -adrenérg icos  en higado aislado y 
p e rfu n d id o .
A pesar de la relevancia que parece tener la actividad de 
proteina quinasa C en la modulaciôn de la respuesta a-adrenérgica, 
el papel de la adrenalectomia en la activaciôn de este enzima por 
a-agonistas, no ha sido estudiado.
3 .1 .3  - G lu c o n e o g é n e s is .
Se sabe que la hipoglucem ia que sufren los animales 
adrenalectomizados durante el ayuno es debida, en parte, a una 
disminuciôn en la velocidad del flujo gluconeogénico (Long y col., 
1940). Sin embargo, quedan todavia por esclarecer muchos puntos 
acerca del mecanismo de acciôn de los esteroides adrenales sobre 
la ruta gluconeogénica. La gluconeogénesis hepâtica es un proceso 
esencial para la vida dado que mantiene el abastecimiento de 
glucosa al sistem a nervioso central en momentos en que la 
ingestiôn de alimentes estâ restringida y las réservas de glucôgeno 
agotadas. Los glucocorticoides tienen un efecto positive sobre 
degradaciôn de proteinas en mùsculo (Goldberg, 1969, 1975;
Tomas y col., 1979; Goldberg y col., 1980), impiden la acumulaciôn 
de proteinas (Henderson y col., 1971; Henderson y Loeb, 1974; Kim 
y Kim, 1975), lo que se traduce en un aumento en la movilizaciôn 
de am in o âc id o s  com o fuen te  im p o r ta n te  de p recu rso re s
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gluconeogénicos. Ademâs de este efecto de los glucocorticoides 
in c re m e n ta n d o  la  d i s p o n ib i l id a d  de a m in o â c id o s  p a ra  
g luconeogénesis, algunos autores han demostrado in vitro  una 
e s t im u la c iô n  de g lu c o n e o g é n e s is  h e p â t ic a ,  in d u c id a  por 
glucocorticoides (Haynes, 1964; Uete y Ashmore, 1963; Eisenstein 
y col., 1964; Sistare y Haynes, 1985; Alan y Titheradge, 1984).
Aunque algunos autores han sugerido que la estimulaciôn de 
g luconeogénesis  por g lucocortico ides  se puede deber a un 
incremento en la velocidad de transporte de lactato a través de la 
m em brana p lasm âtica  (M etcalfe  y col., 1990), la idea mâs 
generalizada es que el punto de acciôn de los glucocorticoides 
sobre la ruta gluconeogénica parece localizarse entre piruvato y 
fosfoenolpiruvato  (Exton y col., 1970). Observaciones previas 
habian puesto de manifiesto que la adrenalectomia no disminuia la 
sintesis de glucosa a partir de fructosa (Exton y Park, 1965).
La indu cc iô n  de la  ac t iv id a d  de fo s fo e n o lp iru v a to  
carboxiquinasa por glucocorticoides estâ firmemente establecida 
(Foster y col., 1966; Barnett y Wicks, 1971; Gunn y col., 1975; 
Krone y col., 1975,1976). El efecto se ejerce a nivel de 
transcripciôn  ( lynedjian  y Hanson, 1977; Schudt, 1980). Al 
p a re ce r ,  los g lu c o c o r t ic o id e s  e je rcen  adem âs un e fec to  
es tab ilizad o r  del ARNm de fosfoeno lp iruva to  carboxiqu inasa  
(Petersen, Kock y Granner, 1989), protegiéndolo de la degradaciôn.
La piruvato quinasa (PK) régula el flujo a través del ciclo 
fosfoenolpiruvato/piruvato. La regulaciôn crônica de los ARNm de
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la PK hepâtica  por horm onas y factores nu tric iona les  es 
extremadamente compleja. La actividad de PK, asi como los niveles 
de los ARNm de la PK hepâtica, disminuyen durante el ayuno y la 
diabetes, mientras que son restaurados tras una dieta rica en 
hidratos de carbono y tras la administraciôn de insulina (Miyonaga 
y col., 1982; Pool y col., 1982). No se ha demostrado un efecto per  
se de glucocorticoides en la regulaciôn de la transcripciôn del gen 
que codifica para la PK, pero la presencia de glucocorticoides 
parece ser necesaria  para una norm al acum ulaciôn  de los 
productos de la transcripciôn en el citoplasma (Vaulont y col.,
1986). Por otra parte, los glucocorticoides ejercen un efecto 
permisivo sobre la acciôn de glucagôn inhibiendo la transcripciôn 
del gen y acelerando la degradaciôn del ARNm (Postle y Bloxham, 
1982). También en cultivos primaries de hepatocitos, se requiere 
la presencia de glucocorticoides y de hormonas tiroideas para la 
estimulaciôn de la expresiôn génica de PK por insulina y glucosa 
(Decaux y col., 1989).
Por o tra  parte , tam bién  ex is ten  ev idencias  de una 
m odulaciôn por g lucocortico ides de la activ idad del enzima 
fosfofructo-2-quinasa/fructosa 2,6 bisfosfatasa. Este es un enzima 
bifuncional que cataliza tanto la sintesis como la degradaciôn de la 
fructosa 2 , 6  bisfosfato, controlando por tanto la relaciôn entre 
glucolisis y gluconeogénesis en higado de mamifero. Es posible que 
este enzima bifuncional se originase por una fusiôn de genes 
(Bazan, Fletterick y Pilkis, 1989). Este enzima disminuye durante 
el ayuno y la diabetes y es restaurado por una dieta rica en
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hidratos de carbono o tras la administraciôn de insulina (Colosia y 
col., 1988). En animales adrenalectomizados, tanto los niveles de 
proteina como la de sus ARNm se encuentran dism inuidos. 
Ademâs, la adm inistraciôn de glucocorticoides increm enta los 
ARNm de dicha enzima (Marker y col., 1989). Este es un efecto 
directo de los glucocorticoides puesto que su adiciôn a cultivos 
primarios de hepatocitos incrementa los niveles de ARNm unas 
100 veces (Lange y col., 1989). La insulina y la tiroxina actùan 
s in e rg is t ic a m e n te  con los g lu c o c o r t ic o id e s  in d u c ien d o  la 
transcripciôn del gen que codifica para este enzima bifuncional.
A pesar de los efectos de glucocorticoides induciendo la 
sintesis de determ inados enzimas de la ru ta  gluconeogénica, 
existen bastantes trabajos en la literatura que muestran cômo un
aumento en la inducciôn de los niveles de ciertos enzimas, no
siem pre da cuenta de la activaciôn de gluconeogénesis por 
glucocorticoides. Asi por ejemplo, Gunn y col., (1975) demostraron 
que en an im ales norm ales , los g lu coco rtico id es  estim ulan  
gluconeogénesis antes de que se produzca algùn efecto sobre la
sintesis de fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK). A su vez, en 
a n im a le s  a d r e n a le c to m iz a d o s ,  la r e s t a u r a c iô n  de la  
gluconeogénesis después de un tratamiento con glucocorticoides 
tiene lugar antes de que la fosfoenolpiruvato  carboxiquinasa 
pueda ser activada (Exton y col., 1973). Asi, los estudios de Haynes 
y col., (Adam y Haynes, 1969; Wakat y Haynes, 1977) y los de
Martin y col., (1984), sugieren que la alteraciôn en la velocidad de 
carboxilaciôn de piruvato en la mitocondria, serian importantes en
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la explicaciôn de los primeros efectos de los glucocorticoides en la 
gluconeogénesis. El comienzo de esta respuesta, correlacionada 
cronolôgicamente con un aumento de gluconeogénesis (Rinard y 
col., 1969; Wakat y col., 1977), no requiere de una inducciôn de 
piruvato carboxilasa y pareceria estar mediada por alteraciones en 
las concentraciones de moléculas efectoras (Martin y col., 1984). El 
trabajo realizado por Allan y Titheradge (1984) corrobora esta 
ultima hipôtesis. Estos autores sugieren que la activ idad  de 
piruvato carboxilasa se encuentra restringida en el interior de la 
mitocondria por concentraciones de moléculas efectoras, y los 
g lucocortico ides, ju n to  con otras horm onas g luconeogén icas, 
actuarian liberando esta restricciôn al disminuir la concentraciôn 
intramitocondrial de glutamato y aumentando las de acetil-CoA y 
ATP.
También Sistare y Haynes (1985), describieron un efecto 
d irec to  de d e x a m e ta so n a  e s t im u la n d o  la v e lo c id a d  de 
g luconeogénesis , en una suspensiôn de hepatocitos de ratas 
contrôles y adrenalectom izadas, incubados con una mezcla de 
lactato y piruvato como precursores gluconeogénicos. Este efecto 
de dexametasona tampoco podria ser explicado por un aumento de 
la expresiôn génica, inducido por el glucocorticoide, ya que el 
efecto se instauraba muy râpidamente (9 minutos después de la 
adm in is trac iôn  de dexam etasona) y no fue im ped ido  por 
inhibidores de la sintesis de ARN y/o proteinas. Por otra parte, se 
requeria aproximadamente entre 2  y 1 0  veces la concentraciôn de 
dexametasona efectiva para inducir la sintesis de ciertos enzimas
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(Crook y col., 1978; Rousseau y col., 1977). No obstante, la
estimulaciôn de gluconeogénesis résulté ser un efecto especifico de 
glucocorticoides ya que otros esteroides como desoxicorticosterona 
y 5-p-d ih idrocortiso l, asi como los antig lucocorticoides 17-a- 
m etiltes to s te ro na , p roges te rona  y cortexo lona  no produjeron
ningùn efecto, lo cual sugeria la participaciôn del receptor de
g lu co c o r tic o id e s  en la ac tiv ac iô n  de g luconeo génes is  por 
dexametasona. En base a estas observaciones, Sistare y Haynes
propusieron un mecanismo de acciôn que podria implicar una 
modificaciôn alostérica del componente de baja afinidad del sitio 
de uniôn de la m olécula  del recep to r de g lucocortico ides. 
Teleolôgicam ente , un mecanismo de este tipo podria haberse
desarrollado para que pueda producirse una respuesta râpida, a 
un aum ento en los niveles c irculantes de corticosterona en 
situaciones agudas de hipoglucemia y estrés.
Adem âs de estos efectos, al parecer d irec tes , de los
glucocorticodes sobre el metabolismo de la glucosa, su efecto 
permisivo sobre la acciôn de otras hormonas, es el que les hace
jugar un papel clave en la regulaciôn metabôlica. Fue Ingle, en 
1952, quien observé por primera vez una acciôn permisiva de los 
g lucocortico ides en la regulaciôn de la g luconeogénesis por 
g lu ca g ô n . En la década  de los 60 Exton y E inste in  
independientem ente describieron que el glucagôn era incapaz de
activar el flujo a través de la ruta gluconeogénica en higados de 
ratas adrenalectomizadas en ayuno (Exton y col., 1966; Eisenstein 
y S track, 1968). Este efecto permisivo de los glucocorticoides en la
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respuesta gluconeogénica a glucagon ha sido observado también en 
cultivos primarios de células parenquimatosas de higado de rata 
(Stumpo y Kletzien, 1981).
El control de gluconeogénesis por glucagôn es, sin duda, un 
proceso complejo que implica acciones coordinadas sobre mâs de 
una ô dos reacciones claves. De igual modo la interacciôn glucagôn- 
glucocorticoides no se limita a un ùnico punto de la ruta. La 
p resenc ia  de g lucocortico ides  parece  ser necesaria  para la 
inducciôn de la actividad de PEPCK por glucagôn (Gunn y col., 
1975). Por otra parte, se ha descrito que la adrenalectomia impide 
la fosforilaciôn y por ende la inhibiciôn de actividad de la piruvato 
quinasa hepâtica, inducida por glucagôn (Postle y Bloxham, 1982). 
La adrenalectomia también impide la inhibiciôn de la trasncripciôn 
del gen que codifica para la forma L de la PK inducida por 
glucagôn (Vaulont y col., 1986). Chan (1984), mostrô en higado 
perfundido y en hepatocitos de ratas adrenalectom izadas, una 
sensibilidad dism inuida a la acciôn de glucagôn inhibiendo la 
actividad del enzima 6-fosfofructo-l-quinasa. De acuerdo con esta 
observaciôn. Richards y Uyeda (1982) pudieron apreciar que la 
adrenalectom ia disminuye el contenido hepâtico de fructosa 2-6 
bisfosfato, el activador de 6-fosfofructo-l-quinasa (Claus y col., 
1982). La administraciôn de un glucocorticoide sintético, como 
dexametasona, a ratas adrenalectomizadas restauraba la respuesta 
gluconeogénica a glucagôn (Friedmann y col., 1967). Dexametasona 
por si sola no incrementaba la producciôn de glucosa de novo La 
pregunta que se plantearon a continuaciôn resultaba obvia: por
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que el glucagôn no podia activar gluconeogénesis en ausencia de 
los esteroides adrenales. Dado que el efecto del glucagôn sobre 
gluconeogénesis estâ mediado por AMPc (Menahan y Wieland, 
1967; Exton y Park, 1968; Park y Exton, 1972) se pensô que la 
activaciôn de la adenilato ciclasa estaria impedida; sin embargo, 
esta posib ilidad  fue descartada, cuando se com probô que la 
adrenalectomia no disminuia los niveles de AMP ciclico y que estos 
aum entaban norm alm ente  tras la adm in istrac iôn  de glucagôn
(Exton y col., 1970). Por otra parte, tampoco se ha observado
ningùn impedimento en la activaciôn de las proteinas quinasas
dependientes de AMPc (Rousseau y col., 1976). Puesto que el 
problema no residia  en la adenilato ciclasa, otra posibilidad a
c o n s id e ra r  fue una pé rd id a  de se n s ib i l id a d  de la ru ta
gluconeogénica a la activaciôn por AMPc. Esta alternativa pareciô 
confirm arse  cuando se estudiô la producciôn de glucosa en 
presencia de concentraciones crecientes de AMP ciclico en ratas 
adrenalectom izadas y en ratas intactas tanto alimentadas como 
mantenidas en ayuno (Exton y col., 1970).
Los glucocorticoides ejercen también una acciôn permisiva 
sobre  la e s t im u lac iôn  de g luconeo génes is  por agen tes  a-
adrenérg icos  (E x ton  y col., 1972, 1976). Los agentes a-
adrenérgicos estimulan gluconeogénesis en el tejido hepâtico por 
un mecanismo que no estâ aùn bien caracterizado. No obstante,
estâ bien documentado que la estimulaciôn a-adrenérgica  de la 
gluconeogénesis requiere la presencia de calcio extracelular y la 
m ovilizaciôn de calcio de los a lm acenam ientos in tracelulares
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(Rassm ussen y Barret, 1984; Reinhart, 1984 a y b; Kraus- 
Friedmann, 1986; Gonzalez-Manchon y col., 1988 b), aunque la 
interacciôn de los glucocorticoides con los agentes a-adrenérgicos, 
en relaciôn a la regulaciôn de gluconeogénesis ha sido poco 
e s tu d ia d a .
3 . 2 . -  SOBRE EL METABOLISMO DE LIPIDOS.
La regulaciôn del metabolismo lipidico por glucocorticoides 
tiene lugar fundamentalmente interaccionando con el efecto de 
otras hormonas, particularm ente insulina. Un efecto directo de 
glucocorticoides sobre lipolisis, solamente se ha descrito in vitro y 
con altas concentraciones de glucocorticoides.
Dosis pequenas de estas hormonas dan lugar a un bloqueo de 
la reesterificaciôn de âcidos grasos que parece ser secundario a 
una inhibiciôn de la utiiizaciôn de glucosa (Fain y Czech, 1975). 
Actualmente se piensa que la acciôn principal de los esteroides 
sobre el m etabolismo lipidico es indirecta y que tiene lugar 
fundam entalmente modulando o permitiendo la acciôn de otras 
hormonas, en particular de la insulina. El efecto de la insulina 
sobre la movilizaciôn de âcidos grasos es bien conocido ( Witters y 
Trasko, 1979; Schade y col., 1979; Beynen y col., 1981; Burns y col., 
1979; Nilsson y col., 1980) y la posible interacciôn entre la acciôn 
de glucocorticoides y de insulina ha sido propuesta desde hace 
bastante  tiem po (Engel 1957; Scow, 1963; Scow y Chernick, 
1960,1970). Los trabajos de Krotkiewski y col., (1970) pusieron de
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m anifiesto  esta  in te rre lac iô n  en tre  co rt ico ides  e insu lina , 
estudiando la liberaciôn de glicerol por los adipocitos procedentes 
de ratas tratadas con dexametasona. A las cuatro horas de la 
administraciôn del esteroide habia aumentado significativam ente 
los niveles de glicerol. Sin embargo, después de catorce dias de 
tratam iento diario  con dexam etasona, la cantidad de glicerol 
liberado por los adipocitos fue menor que la de los contrôles. 
Simultâneamente a este efecto, observaron que la concentraciôn 
plasmâtica de insulina se habia duplicado.
Los corticosteroides también parecen interaccionar con otras 
hormonas en el proceso de lipolisis. Se sabe que la dexametasona 
en ausencia de glucosa, apenas tiene efecto sobre lipolisis en 
adipocitos aislados; sin embargo, estimulô significativamente el 
efecto lipolitico de la hormona de crecimiento (Fain y col., 1965). 
Ademâs se ha observado que esta respuesta estâ bloqueada por 
inhibidores de sintasas de ARN y de sintesis de proteinas (Fain y 
col., 1965; Fain y Saperstein, 1970).
Por o tra  parte , se sabe que la acciôn lipo litica  de 
dex am etasona  y de horm ona de c rec im ien to  in vitro  es 
antagonizada por insulina (Fain y col., 1966). Parece ser que una 
cantidad de insulina insuficiente para estimular el metabolismo de 
glucosa en adipocitos aislados fue capaz de disminuir la lipolisis 
m ediada por estas horm onas. C oncentrac iones mâs altas de 
in su lina  b lo q u ea n  co m p le tam en te  el e fec to  l ip o l i t ic o  de 
glucocorticoides y de hormona de crecimiento.
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La interacciôn entre corticosteroides e insulina parece tener 
lugar también sobre lipogénesis (Ashby y Robinson, 1980). Segûn 
estos autores, existe  una lipoproteina lipasa, sintetizada en el 
adipocito y localizada en el endotelio capilar del tejido adiposo, 
cuya actividad estaria  regulada positivam ente  por una acciôn 
combinada de los niveles circulantes de insulina y de corticoides. 
Segûn esta hipôtesis, tras la ingestiôn de alimento la concentraciôn 
plasmâtica de insulina se eleva activando la sintesis del enzima, 
con lo cual, se estimula el transporte de triglicéridos hacia el tejido 
adiposo y los esteroides adrenales potenciarian este efecto. La 
adrenalina, en este caso, séria el antagonista , ya que se ha 
observado que inactiva el enzima antes de su liberaciôn por el 
adipocito .
La relaciôn g lucocortico ides/insulina  afecta también a la 
sintesis de fosfatidato  fosfohidrolasa , un enzima clave en la 
sintesis de fosfolipidos y triglicéridos en higado (Lawson y coi., 
1982 a,b). Por o tra  parte, un aum ento en los niveles de
corticosterona in vivo se acompaha de un aumento en la actividad 
de fosfatidato fosfohidrolasa (Brindley y col., 1979). La actividad 
de este enzima requiere su translocaciôn desde el citosol a la 
membrana donde ocurre la sintesis de glicerofosfolipidos (Cascales 
y col., 1984). Estos autores pusieron de manifiesto que alteraciones 
de âcidos grasos circulantes, que se producen por ejemplo en la 
diabetes, el estrés o en la insuficiencia suprarrenal, pueden jugar 
un papel importante determinando la capacidad del tejido hepâtico 
para sintetizar triglicéridos, en funciôn de la disponibilidad de
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âcidos grasos, m ediante cam bios en la actividad del enzima 
fosfatidato fosfohidrolasa.
El efecto permisivo de los glucocorticoides en la estimulaciôn 
de lipolisis, inducida por catecolaminas, en el tejido adiposo estâ 
bien documentada (Shafrir y Kerpel, 1964; Allen y Beck, 1972;
Fernândez y Saggerson, 1978; Lacasa y Giudicelli, 1983). La 
disminuciôn de la respuesta lipolitica en adipocitos de animales
adrenoprivos se revierte tras la administraciôn de glucocorticoides 
(Maickel y col., 1967; Mazancourt y col., 1990). Existen dudas 
respecto a la etapa alterada. Corbin y Park (1969) encontraron que 
la acumulaciôn de AMPc en presencia de epinefrina no variô 
significativamente en adipocitos de ratas adrenalectomizadas, por 
esta razon pensaron que la triglicérido lipasa ténia reducida su 
sensibilidad a la activaciôn por AMPc. De acuerdo con esto, se 
observô  que la ad rena lec tom ia  d is to rsionaba  la respuesta  
lipolitica a la administraciôn de AMPc exôgeno. Otros autores, por 
el contrario , han encontrado una marcada dism inuciôn en los
niveles de AM Pc en adipocitos de ratas adrenalectom izadas 
(Mazancourt y col., 1989).
Respecto  a la in fluencia  de la ad renalec tom ia  en la
estim ulaciôn  de adenila to  c ic lasa  en el te jido  adiposo, por 
catecolaminas existen también datos conflictivos en la literatura. 
Algunos autores no encontraron cambios en la actividad del 
enzima (Allen y Beck, 1972; Braun y Hechter, 1970) mientras otros 
autores han descrito una menor activaciôn de adenilato ciclasa en
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respuesta a catecolaminas (W emer y Low, 1974; Scarpace y col., 
1988). La adrenalectomia parece afectar tanto a la actividad de 
adenilato c iclasa (M azancourt y coL, 1989, 1990) como a la 
activaciôn del enzima por nucleôtidos de guanina (Thotakura y coL, 
1982).
En 1982 Thotakura y col., observaron en membranas de 
ad ipocitos de ratas adrenalectom izadas, una dism inuciôn del 
numéro de receptores |3-adrenérgicos asi como un defecto en la 
capacidad  del GTP para  estim ular la adenila to  c ic lasa  y, 
consigu ien tem ente  una dism inuciôn de la estim ulaciôn de la 
adenilato ciclasa por catecolaminas, en presencia de nucleôtidos de 
guanina. Sin embargo, el mecanismo por el cual la adrenalectomia 
disminuye la respuesta lipolitica a catecolaminas en el adipocito, 
no parecia estar relacionado con las alteraciones anteriores, sino 
con una potenciaciôn del efecto antilipolitico de adenosina, ya que 
el tratamiento con adenosina deaminasa revertia los efectos de la 
adrenalectomia. Los niveles celulares de adenosina parecen jug ar  
un papel importante en la disminuciôn de la respuesta lipolitica 
tras la adrenalectomia (Fernândez y Saggerson, 1978; Saggerson,
1980). A s im ism o  se ha dem ostrado  un aum ento  en la 
c o n c e n tra c iô n  de ad en o s in a  en a d ip o c ito s  de a n im a le s  
adrenalectom izados (Green y col., 1981). No existe un acuerdo 
acerca del mecanismo mediante el cual la adenosina disminuye les 
niveles de AMPc. Algunos autores (Rodbell, 1980) sostienen que la 
adenosina inhibe la actividad de adenilato ciclasa en presencia de 
GTP, mientras que otros autores sugieren un efecto de adenosina
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incrementando la actividad de AMPc fosfodiesterasa (Thotakura y 
col., 1982; Allen y Beck, 1972).
Hasta el memento, no existen evidencias expérimentales que 
dem uestren , de form a inequivoca, que la dism inucion en la 
actividad de adenilato ciclasa observada en el tejido adiposo de 
animales adrenalectomizados sea mediada por una alteracion en la 
funcion de proteinas G reguladoras. No obstante, estudios recientes 
m u es tran  q ue  la a d re n a le c to m ia  d ism in u y e  los n iv e le s  
estacionarios de las subunidades a - G s ,  P-G35/36  de la adenilato 
ciclasa, a la vez que aumentan las de la a - G j  (Ros y col., 1989; 
Mazancourt y col., 1989). Los glucocorticoides son capaces de 
incrementar la expresion de la subunidad a de la G§ en células GH3 
( Chang y Bourne, 1987) y de Gi y Gs en células ROS 17/2,8 de 
osteosarcoma (Rodan y Rodan, 1986). Puesto que se conoce la 
ex is ten c ia  de recep to res  de g lucoco rtico ides  en ad ipoc itos  
(Feldman y Loose, 1977), la alteracion en los niveles de proteinas 
G sugiere  la p osib ilidad  de que la expresion  de algunos 
componentes del sistema adenilato ciclasa pudiera estar controlada 
por glucocorticoides. De esta manera, los glucocorticoides, al igual 
que las hormonas tiroideas, podrian regular diferencialmente los 
niveles estacionarios de los diferentes componentes de la adenilato 
ciclasa sensible a hormonas. Cambios en las proporciones de las 
subunidades a:p/y podrian a lterar la respuesta  celular a una 
determinada hormona. La disminucion en la cantidad existente en 
el equilibrio de la subunidad a - G s ,  junto con los cambios en la 
actividad catalitica de adenilato ciclasa (Mazancourt y col., 1989) y
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posiblem ente en la actividad de la fosfodiesterasa (Mangianello, 
Vanghan 1973; Thotakura y col., 1982), podrian explicar, al menos 
en parte, la menor acumulaciôn de AMPc y lipolisis en adipocitos 
de ratas adrenalectom izadas; sin embargo, la escasa correlaciôn 
entre la acumulaciôn de AMPc (estimulado por el forskolina) y 
lipolisis, encontrada  en adipocitos de ratas adrenalectom izadas 
sugiere que etapas posteriores al acûmulo de AMPc, como por 
ejemplo las lipasas, podrian estar regulados por glucocorticoides 
(Ros, Northup y Malbon 1989).
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4 .  OBJETIVO S DE ESTA TESIS Y SU JUSTIFICA CION.
En términos générales, el objetivo de este trabajo ha sido 
profundizar en el conocimiento del papel que desempenan los 
glucocorticoides en la regulaciôn de la ruta gluconeogénica por 
âcidos grasos y por catecolaminas. De forma sucinta, los objetivos 
générales perseguidos en el trabajo experim etal objeto de esta 
tesis han sido:
1.- Estudio del papel de los glucocorticoides en la regulaciôn de
la gluconeogénesis hepâtica por âcidos grasos.
2 .-  Estudio del papel de los glucocorticoides en la respuesta
metabôlica a agonistas a-adrenérgicos.
Un hecho cHnico bien conocido es que la insuficiencia 
suprarrenal con lleva  una incapacidad para  to lerar el ayuno. 
Periodos cortos de ayuno dan lugar a un cuadro de hipoglucemia 
que puede comprometer la vida del paciente. Long y coi., (1940) 
dem ostraron que dicha hipoglucem ia es consecuencia de una 
disminuciôn de la capacidad hepâtica de producir glucosa. Dado 
que los glucocorticoides tienen una clara acciôn proteolitica sobre 
el tejido m uscular (Goldberg, 1969, 1980), la deficiencia de
glucocorticoides podria dar lugar a una menor disponibilidad de 
aminoâcidos para la sintesis de glucosa de novo. En el animal 
in tacto  es posib le  que este m ecanism o tenga im portanc ia  
cuantitativa; no obstantae, estudios con ôrganos o con células 
aisladas de animales adrenoprivos han permitido demostrar una 
alteraciôn de la ruta gluconeogénica (Haynes, 1964; Sistare y
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Haynes, 1985). La perturbaciôn de dicha ruta estaria iocaiizada en 
a iguna de las etapas que com prenden la transform aciôn de 
p iru v a to  en fo s fo e n o lp iru v a to  (E xton  y col., 1970). La 
adrenalec tom ia  no pertu rba  la g luconeogénesis  a pa rtir  de 
substratos que inciden en la ruta gluconeogénica a nivel de trios a 
fosfato (Exton y Park, 1965).
El efecto  perm isivo  de los g lucocortico ides sobre la 
estim ulaciôn  de gluconeogénesis  por glucagon ha sido muy 
estudiado (Exton y col., 1966; Eisenstein y S track, 1968). Sin 
embargo, el papel de los glucocorticoides en la regulaciôn de 
gluconeogénesis por âcidos grasos o catecolaminas, cuyos niveles 
p la sm â tic o s  tam b ién  a u m en tan  d u ran te  el ayu no , estâ  
practicam ente  inexplorado. El interés de la influencia de la 
adrenalectomia en la regulaciôn de gluconeogénesis por âcidos 
grasos viene justificado por el hecho de que existe un gran numéro 
de trabajos en la literatura que sugieren la existencia de una 
correlaciôn positiva entre niveles plasmâticos de âcidos grasos y 
tasa de g luconeogénesis  hepâtica. Situaciones fisio lôgicas o 
patolôgicas como el ayuno, hipertiroidismo o la diabetes que se 
caracterizan por cursar con un aumento de gluconeogénesis van 
acompanadas de un aumento en la movilizaciôn y oxidaciôn de 
âcidos grasos (Parrilla, 1978; Haies y Hyans, 1964; Cahill y col., 
1966). En los animales adrenoprivos parece ocurrir la situaciôn 
inversa, es decir, junto a una disminuciôn en los niveles circulantes 
de âcidos grasos (Spirovski y col., 1975; Gauthier y col., 1986) se 
ha descrito una disminuciôn de la tasa de gluconeogénesis. Sin
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e m b a rg o ,  h a s ta  el m o m e n to ,  la  p o s ib le  in te r a c c io n  
glucocorticoides âcidos grasos en el control de la gluconeogénesis 
no ha sido estudiada.
Los estimulantes a-adrenérgicos desempenan un importante 
papel en el control de gluconeogénesis. Sin embargo, curiosamente, 
tam poco  se ha estud iado  con d e ta lle  la in te racc io n  de 
glucocorticoides con agonistas a-adrenérgicos en la regulaciôn de 
gluconeogénesis .
En este trabajo hemos prestado particular atenciôn a la 
relaciôn existente entre la activaciôn del metabolismo energético 
(respiraciôn hepâtica) y la estimulaciôn de gluconeogénesis. Para 
ello, hemos estudiado la respuesta hepâtica a âcidos grasos y a 
agentes a-adrenérgicos en ratas adrenalectom izadas y en ratas 
sometidas a una operaciôn simulada.
La acciôn de agentes como âcidos grasos y ciertas hormonas 
cursa con un incremento de la tasa hepâtica de consumo de 
oxigeno (Halestrap y Dunlop, 1986; Gonzâlez-Manchôn y col., 1988 
a,b; Gonzâlez-Manchôn y col., 1989). Sin embargo, el papel que 
juega  la estim ulaciôn de respiraciôn en la activaciôn de los 
procesos biosintéticos no estâ aùn claramente establecido. La idea 
mâs g e n e ra l iz a d a  es que  un a u m en to  de re sp ira c iô n ,  
in depend ien tem en te  de cual sea la causa  que lo orig ina , 
es tim ularia  la tasa de gluconeogénesis sum inistrando energia 
(Quinlan y Halestrap, 1986; Kraus-Friedman, 1986). Esta hipôtesis, 
aunque apoyada por ev idencias expérim enta les , no estâ  de
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acuerdo con el concepto vigente acerca del control de respiraciôn, 
que apunta a que un incremento en las demandas energéticas es la 
causa y no la consecuencia del aumento del flujo de electrones a 
través de la cadena respiratoria (Tager y col., 1983). Trabajos 
recientes de nuestro laboratorio (Gonzâlez-Manchôn y col., 1988 a) 
han puesto de m anifiesto que la estim ulaciôn de respiraciôn 
hepâtica inducida por âcidos grasos supera la demanda energética 
del proceso de gluconeogénesis. Esta descompensaciôn del balance 
energético no se debe a una acciôn desacoplante de los âcidos 
grasos sobre la cadena respiratoria ya que se pudo observar que la 
adm inistraciôn  de un substrato energético, después de haber 
estim ulado la respiraciôn hepâtica con octanoato, producia un 
incremento en el consumo de oxigeno que estequiométricamente 
daba cuenta del aumento de producciôn de glucosa (Gonzâlez-
Manchôn y col., 1988 a). La energia derivada de la oxidaciôn de 
âcidos grasos parece utilizarse fundamentalmente en incrementar 
la tasa de cetogénesis. La utilizaciôn de higados de ratas
adrenoprivas nos ha permitido disociar los efectos de âcidos 
grasos, incrementando las tasas de respiraciôn y cetogénesis de su 
acciôn sobre la ruta gluconeogénica.
Por otra parte, una caracteristica que acompana la respuesta 
celular a agentes a-adrenérgicos es también un aumento de la 
respiraciôn hepâtica (Jacob y Diem, 1975; Reinhart y col., 1982).
Algunos autores han sugerido que la acciôn prim aria  de los 
agen tes a -ad ren é rg icos  séria  la estim ulac iôn  de la cadena 
respiratoria (Yamazaki, 1975; Halestrap y col., 1985) y que los
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é q u iv a le n te s  de re d u c c iô n  se r ian  su m in is t ra d o s  po r  la 
estimulaciôn de la oxidaciôn de âcidos grasos inducidos por estos 
agentes (Quinlan y Halestrap, 1986). Tam poco en el caso de la
estim ulaciôn a -adrenérg ica  parece ex is tir  una relaciôn causa- 
efecto entre el aumento de respiraciôn y la estim ulaciôn de
gluconeogénesis . La adm inistraciôn  de fenilefrina  a higados 
aislados y perfundidos en ausencia de substratos produce un 
aumento considerable de respiraciôn hepâtica cuando la tasa de 
gluconeogénesis es prâcticamente despreciable (Gonzâlez-Manchôn 
y col., 1988 b). La estimulaciôn del metabolismo energético, 
inducido  por fen ilefrina , pudiera  es ta r  re lacionado  con los 
movimientos de iones a través de la membrana plasmâtica que se 
producen en respuesta al agonista a-adrenérgico (Althaus-Salzman 
y col., 1980; Haüssinger y col., 1987; Reinhart y col., 1984). Dado 
que la integridad celular requiere el mantenimiento de gradientes 
electroquimicos, a través de la membrana plasmâtica, parece lôgico 
pensar que la estim ulaciôn  de flu jos iônicos, inducida por
fenilefrina, conlleve la activaciôn de algunos sistemas de bombeo 
iônico con el consiguiente consumo energético. Por esta razôn, 
hemos prestado atenciôn a la respuesta ionotrôpica a fenilefrina en 
higados de ratas contrôles y adrenalectomizadas.
Los trabajos de Rasmussen y Tenenhouse, (1968) y los de 
Exton y col., (1972), sugirieron la posibilidad de que la acciôn 
permisiva de los glucocorticoides pudiera estar relacionada con el 
m antenim iento del am biente iônico in tracelu lar, induciendo la
sintesis de las proteinas encargadas del transporte de iones a
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través de las membranas celulares, de manera que se preservara 
la sensibilidad de los procesos fisiolôgicos a AMPc. Estos autores se 
basaron en los efectos conocidos de los esteroides adrenales sobre 
el transporte de calcio en el intestine (Harrison y Harrison, 1960), 
en el movimiento de Na"*" y en muchos tipos celulares, y en el 
hecho de que cambios en la distribuciôn de estos iones pueden 
alterar los flujos de Ca^^ (Reuter y Seitz, 1968; Blaustein y 
Hodgkin, 1969) y afectar por este m ecanismo la acciôn de 
hormonas mediadas por un aumento en la concentraciôn celular de 
AMPc (Rasmussen, 1970). Curiosamente, estos trabajos tuvieron 
escasa repercusiôn y no tenemos constancia de que se haya 
propuesto  un m ecanism o sim ila r para  exp licar  los efectos 
permisivos de los glucocorticoides sobre la acciôn a-adrenérgica. 
En la ultima década se ha avanzado considerablemente en el 
conocim ien to  del m ecanism o de acciôn de los agentes a- 
adrenérgicos. La uniôn de los agonistas ai-adrenérgicos da lugar a 
una serie de acontecim ientos, mediados por proteinas G, que 
conducen a un aumento en la hidrôlisis de fosfoinositidos y a un 
aumento en la concentraciôn de Ca^^ libre citosôlico. Paralelamente 
se produce una redistribuciôn de los iones Ca^^ y H^ y un
aumento en la tasa de consumo de oxigeno.
La carencia de esteroides suprarrenales puede influir en uno 
ô mâs puntos de esta secuencia de acontecim ientos. Nuestro 
trabajo se ha centrado fundam entalmente en el estudio de la 
influencia de la adrenalectomia sobre las respuestas respiratoria,
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presora e ionotrôpica de fenilefrina en relaciôn al papel de los a- 
agonistas en el control de la gluconeogénesis hepâtica.
Hasta el momento, no existe apenas ningun estudio acerca 
del posib le  papel de los g lucocortico ides  en la respuesta  
ionotrôpica hepâtica a a-agonistas. Recientemente Borle y Studer, 
(1990) han descrito  una perturbaciôn en los flujos de Ca^^ 
in d u c id o s  p o r  f e n i l e f r in a  en h e p a to c i to s  de  ra ta s  
adrenalectomizadas, que pudiera estar mediada por una alteraciôn 
en la ATP-asa dependiente de Ca^^ y de Mg^ "*". La relaciôn entre 
perturbaciôn de flujos de Ca^^^ y posiblemente de otros iones, en 
respuesta a agonistas a-adrenérgicos en animales adrenoprivos y 
los cambios en las respuestas energética y metabôlica, hasta el 
momento, no han sido estudiados.
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5 .  - PLAN TEAM IENTO EX PERIM EN TA L
Para la realizacion de este trabajo hemos utilizado como
modelo experimental una preparacion de higado perfundido. El 
aislamiento de un ôrgano y el estudio de su actividad funcional 
facilita  la posibilidad de obtener inform aciôn en condiciones 
con tro ladas .
El higado contiene distintos tipos celulares cuya localizaciôn 
respecto a la vasculatura hepâtica varia y que estân especializados 
en la  re a l iz a c io n  de d is t in ta s  fu n c io n es .  Las cé lu la s  
parenquim atosas constituyen el 80-90% del higado (Blomhoff,
1987) y participan  fundam entalm ente  en el m etabolism o de 
hidratos de carbono, aminoâcidos, lipidos y xenobiôticos. De ahi 
que la mayoria de los estudios de regulaciôn del metabolismo de 
hidratos de carbono se haya centrado en la maquinaria metabôlica 
de este tipo de células. Sin embargo, en los ùltimos ahos se ha 
venido prestando atenciôn al hecho de que la interacciôn entre los 
distintos tipos celulares y la vasculatura hepâtica puede jugar un
papel relevante en la regulaciôn del metabolismo de hidratos de 
carbono en determinadas condiciones fisiolôgicas o patofisiolôgicas. 
Asi, por ejemplo, algunos agentes como prostaglandina E], factor 
estim ulador de plaquetas (PAF) o tromboxanos, producen una 
respuesta glucogenolitica a concentraciones similares a las halladas 
en condiciones patofisiôlogicas como el trauma (Meren y col., 1987;
Buxton y col., 1987; Fisher y col., 1987), pero no producen efecto
alguno en suspensiones de hepatocitos aislados (Buxton y col..
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1987; Fisher y col., 1987). El mecanismo de acciôn de estos agentes 
podria estar relacionado con un efecto vasoconstrictor (Buxton y 
col., 1986; Hill y Oison, 1987). El flujo sanguineo a través de la 
vasculatura hepâtica es sensible a regulaciôn hormonal y neural 
(Lautt y Green way, 1976; Reilly y col., 1981). Ello ha llevado a 
considerar que la d is tr ibuc iôn  in trahepâ tica  de sangre, en 
respuesta a ciertos estimulos, pueda ser también un elemento 
regulador del metabolismo hepâtico.
La utilizaciôn del higado aislado y perfundido, en circuito 
abierto, ofrece la ventaja, que creemos esencial para nuestros 
objetivos, de poder m antener condiciones estacionarias en el 
sum inistro  de substra tos, a concen trac iones f is io lôg icam ente  
relevantes. Por otra parte, la posibilidad de determinar diferencias 
arteriovenosas en la concentraciôn de substratos permite realizar 
estudios estequiométricos precisos.
En todos los experimentos realizados con higado perfundido 
hemos llevado a cabo un registro continuo de la presiôn parcial de 
oxigeno, que considérâmes de gran ayuda para determinar cuando 
la preparaciôn alcanza una tasa estacionaria de respiraciôn.
De forma rutinaria los higados fueron perfundidos durante 
25-30 min. antes de comenzar la administraciôn de substratos y 
hormonas. La forma original de administraciôn de substratos en 
algunos de estos experim entos ha proporcionado  interesantes 
resultados. Nos referimos a la administraciôn incrementando su 
concentraciôn de forma lineal mediante formadores de gradientes.
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d ise n ad o s  e sp e c ia lm e n te  pa ra  este  fin. Esta  form a de 
administraciôn de substratos ha resultado ser mas eficaz que la 
administraciôn de concentraciones fijas hasta alcanzar situaciones 
estacionarias, debido a la reproductibilidad y gran cantidad de 
informaciôn que se puede obtener en un solo experimento.
En este traba jo  hemos estudiado la influencia  de la 
adrenalectomia sobre las acciones metabôlicas de octanoato y de 
fenilefrina. En la elecciôn de octanoato, un âcido graso de cadena 
media, para la realizaciôn de este estudio se ha tenido en cuenta 
no solamente su solubilidad sino también que no se transforma 
prâcticamente en triacilglicerol (Fritz, 1961), no interacciona con el 
enzima fructosa bisfosfatasa  (Baxter y col., 1972) y que no 
requiere carnitina palmitoiltransferasa para su transporte a través 
de la membrana mitocondrial (Aas, 1971).
Para la caracterizaciôn de la respuesta a-adrenérg ica  en 
higados de ratas contrôles y adrenalectomizadas se ha utilizado un 
equipo de perfusiôn  que perm ite  la detecciôn sim ultânea de 
presiôn portai, p02 , pK^, pCa^^ y pH, segùn se describe en el 
apartado de Métodos. La dificultad de detectar variaciones de 
magnitud micromolar en un medio con alto contenido en sales y 
que présenta una concentraciôn de Ca^"^ y de ImM y 6 mM, 
respectivamente, pudo resolverse utilizando electrodos selectivos 
conectados a am plificadores que permiten medir con precisiôn 
se h a le s  de m ic ro v o l t io s .  Las se n a le s  a n a lô g ic a s  del 
e lec tro m an ô m etro  y de los e lec trô m etro s  u til izados  como
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detectores de iones fueron digitalizados en un conversor analogico 
digital dotado de un multiplexor, y enviados a un ordenador 
mediante una puerta de comunicacion IEE488 (GPIB). Este sistema 
ha permitido la obtencion de datos de gran interés al permitir 
relacionar los efectos hemodinamicos e ionotropicos, inducidos por 
fenilefrina, con la actividad metabôlica del tejido hepâtico. Hay que 
destacar que se han podido detectar cambios en la concentraciôn 
de Ca2+ y K+ en el efluente hepâtico sin necesidad de alterar la 
composiciôn iônica del medio de perfusiôn ni de anadir agentes 
quelantes como se venia haciendo hasta el momento.
MATERIA LES Y METODOS
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1 . - ANIMALES DE E X PE R IM E N T ACION.
En este trabajo hemos utilizado ratas macho raza Wistar, de 
160-190 gramos de peso, mantenidas hasta su uso, en condiciones 
con tro ladas de luz (c ic los de 1 2  horas de luz-oscuridad), 
temperatura (22+2-C) y humedad en el animalario del Centro de 
Investigaciones Biolôgicas. Segùn se indique, los animales fueron 
alimentados ad libitum, con pellets para rata Panlab o sometidos a 
ayuno durante 48 horas antes de su utilizaciôn experimental.
2 .  - REA CTIV O S.
La mayor parte de los reactivos utilizados fueron adquiridos 
en Sigma Chemical Co. (St. Luis, Mo, U.S.A.) y en Merck (Darmstadt, 
A lem ania). Los enz im as fueron  adqu ir idos  en B oehringer  
(M annheim , A lem ania). El g lucocortico ide  adm inistrado a los 
animales (Hem issuccinato sodico de 6 -m etilprednisolona) era de 
los laboratorios Hoechst Iberica, S.A. Barcelona, el resto de los 
glucocorticoides y m ineralocorticoides utilizados fueron de Sigma 
Chemical.
3 . -  M A N IPU LA C IO N  DE ANIM ALES, TRA TA M IEN TO  Y 
TO M A  DE BIOPSIAS.
La adrenalectomia se realizô una semana antes de la fecha 
prevista para la realizaciôn del experimento. Para ello, una vez 
anestesiada la rata con éter, se afeita la zona a operar y se hacen 
dos incisiones dorsales, a ambos lados de la columna vertebral, por
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debajo  del reborde  costal. Una vez extra idas las capsulas 
suprarrenales se dan dos puntos de sutura en la capa muscular y 
otros dos o très en la piel. Las capsulas fueron examinadas con 
lupa, para comprobar que no habian suftido ningun tipo de rotura 
o desgarro en el proceso de extirpaciôn de las mismas. A los 
anim ales adrenalectom izados se les adm inistré  en el agua de
bebida una soluciôn de NaCl al 0,9 %. Los animales utilizados como 
control fueron sometidos a una operaciôn simulada, en la que se 
les practicaron las dos incisiones dorsolaterales, sin extirparles las 
capsulas, y se procediô de igual manera en la sutura.
Tras la intervenciôn quirûrgica, los animales fueron pesados 
diariamente. La figura 2 recoge el efecto de la adrenalectomia 
sobre el desarrollo corporal. Mientras en las ratas sometidas a una
operaciôn simulada no se observé impedimento alguno en su
desarrollo corporal, las ratas adrenalectom izadas mostraron una 
menor tasa de ganancia de peso, que las ratas contrôles.
La tabla I, recoge alguno de los efectos caracteristicos que 
produce la extirpaciôn de las glândulas suprarrenales. De acuerdo 
con observaciones previas (Hers y col., 1970; Landau, 1965) la 
a d re n a le c to m ia  co n lleva  una d ism inuc iô n , en los n iveles 
circulantes de glucosa y en el contenido hepâtico de glucôgeno, 
mâs acusada cuando los animales son sometidos a un periodo de 
ayuno de 48 horas. Paralelamente, de acuerdo con los trabajos de 
Vanlan y col., 1974, los niveles de insulina disminuyen en
a p ro x i  m adam  e n te  un 50% en ra ta s  a d re n a le c to m iz a d a s
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FIGURA 2
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DIAS AYUNO
Ratas de aproxim adam ente  170 gramos de peso fueron 
adrenalectomizadas ( o ) o sometidas a una operaciôn simulada 
(-•-) segùn se describe en Métodos. Los animales fueron pesados 
diariamente durante, los cinco dias siguientes a la intervenciôn 
quirûrgica y después de un periodo de ayuno de 48 horas. Los 
resultados son la media de, al menos, 40 observaciones + el error 
estândar de la media.
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TABLA I
EFECTO DE LA ADRENALECTOM IA SOBRE LOS NIVELES 











0 CONTROL 12±0,3 42±3 55+4
ADX 10±0,3* 25+5** 42+4
2 CONTROL 6,6±0,5 15+3 3±0,6
ADX 3,5±0,2*** 8+0,8**** 0,3+0,07***
*p<0,01 **p<0,001 Respecto al control en ratas alimentadas.
***p<0,01 ****p<0,001 Respecto al control en ratas mantenidas
en ayuno durante 48 horas.
Ratas contrôles y adrenalectomizadas fueron sacrificadas 7 
dias después de la intervenciôn quirûrgica. Para la determinaciôn
del contenido hepâtico de glucôgeno se tomaron biopsias hepâticas 
ligando el lôbulo correspondien te  para prévenir pérdidas de
sangre. Inmediatamente después se tomaron muestras de sangre 
de la aorta, en su bifurcaciôn iliaca para la determinaciôn de los
niveles de glucosa e insulina en plasma. Los resultados son la
media de 3-13 observaciones + el error estândar de la media.
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alimentadas ad libitum  o sometidas a un periodo de ayuno de 48 
horas .
En algunos casos, las ratas adrenalectom izadas fueron 
tratadas in vivo  con dosis sustitutivas de glucocorticoides o 
m ineralocorticoides, la prednisolona fue adm inistrada por via 
intramuscular 24 y 12 horas antes del comienzo del experimento. 
En cada inyecciôn se puso Img del corticoïde disuelto en 0,1ml de 
agua destilada . La dexam etasona  y la a ldos te rona  fueron 
adm in is tradas  subcu tâneam en te  y la dosis e leg ida  fue de 
0,lm g/K g de peso corporal. Las dos hormonas fueron diluidas en 
suero salino y la cantidad total que se debia inyectar se dividiô en 
dos dosis iguales diarias, incluyendo la mahana del dia del 
e x p e r im e n to .  Las dosis  d ia r ia s  de g lu c o c o r t ic o id e s  y
mineralocorticoides fueron elegidas de forma que se aproximasen 
a los niveles fisiolôgicos de su producciôn. La dexametasona fue
elegida porque no se une virtualm ente a sitios de uniôn de 
mineralocorticoides ni tiene actividad mineralocorticoide (Feldman 
y col., 1972; Hierholzer y Lange, 1974). La dosis elegida de
aldosterona es équivalente a la de secreciôn de dicha hormona en
ratas con una dieta normal (Bastl, Binder y Hayselett, 1980).
La tabla II muestra cômo el tratamiento con prednisolona y 
dexametasona a ratas adrenalectomizadas, sometidas a un periodo 
de ayuno de 48 horas, fue efectivo incrementando los niveles de 
glucosa y el contenido hepâtico de glucôgeno.
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TABLA II
E FE C TO  DEL TRATAM IENTO IN  VIVO  CON 
GLUCO CORTICOIDES Y ALDOSTERONA A RATAS 
ADRENALECTOM IZADAS SOBRE LOS NIVELES DE 










'p < 0 ,0 1
ns
Ratas adrenalectomizadas, sometidas a un periodo de ayuno 
de 48 h., fueron tratadas con dosis sustitutivas de prednisolona, 
dexam etasona o aldosterona, segùn se describe en Métodos. La 
de te rm inaciôn  de los n iveles p lasm âticos de glucosa y del 
contenido hepâtico de glucôgeno se efectuô como se describe en 
Métodos. Cada valor es la media de 7-13 observaciones ±  el error 
estândar de la media.
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Cuando fue necesaria la toma de biopsias hepâticas, se 
procediô  anestesiando  la rata  via in traperitoneal (Nem butal, 
50mg/kg peso) y tras realizar una incisiôn abdominal media, se 
cortô uno de los lôbulos hepâticos que fue inm ediatam ente  
congelado con unas pinzas con bloques de aluminio en su extremo 
distal (Wollenberger y col., 1960), disenadas y construidas en el 
Serv icio  de Instrum entac ion  del Centro de Inves tigaciones  
Biologicas (C.S.I.C.), enfriadas previamente en nitrôgeno liquido. 
Las biopsias se alm acenaron en nitrôgeno liquido hasta su 
p rocesam ien to .
4 .  PERFUSIO N HEPATICA.
El modelo experimetal utilizado fue el higado aislado y 
perfundido. Este método consiste en la perfusiôn del sistema 
vascular hepâtico con una soluciôn tampôn en la que se disuelven 
los substratos y/o agentes cuya acciôn se quiera  estudiar. 
Posteriormente se analiza el efluente determinando las tasas de 
utilizaciôn y/o producciôn de los distintos metabolitos.
4 . 1 . -  MEDIO DE PERFUSION.
La soluciôn tampon fue Krebs-Ringer bicarbonate (Krebs y 
H e n se le i t ,  1932), e q u i l ib ra d o ,  m ed ian te  un o x ig e n a d o r  
termostatizado, con una fase gaseosa de 02:00% (95:5,v/v) para 
conseguir un pH de 7,4 y una temperatura de 36-C. Esta soluciôn 
tampôn fue preparada inmediatamente antes de su uso con agua
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calidad  reactivo , tiene una osm olaridad de 303 mosm y su 
composociôn es la siguiente: NaCl 124,76 mM, NaHCog 19,04 mM, 
H2KPO4 1,19 mM, Mg2S0 4  l,19mM, KCl 4,79 mM y CaCl2 1 mM. En 
los experimentos realizados con medio de perfusion libre de sodio 
se anadio la cantidad necesaria de cloruro de colina para mantener 
la osmolaridad del medio.
Los distintos substratos se administraron diluidos en el 
medio de perfusion, alternando su administraciôn mediante llaves 
de paso intercaladas entre la bomba peristâltica y el fluido de 
p e rfu s iô n .
En algunos experimentos la concentraciôn de substrato se 
incrementô de forma lineal mediante un formador de gradientes.
4 . 2 , -  TECNICA OPERATORIA.
Una vez anestesiada la rata con (Nembutal 50 mg/Kg peso.) 
se practica una incisiôn abdomial media, y se retiran las visceras al 
lado izquierdo del animal para exponer la vena porta. Después, se 
colocan ligaduras en las venas porta y cava inferior por encima de 
las venas renales. A continuaciôn se procédé a la canulaciôn de la 
vena porta  m ediante  una pequena incisiôn para introducir el 
catéter por el que fluye el tampôn a una velocidad aproximada de 
30 m l/m in. In m ed ia tam en te  después de ligar el caté ter se 
seccionan los vasos abdominales a la altura de la bifurcaciôn 
pélvica para conseguir el drenaje râpido de sangre y evitar la 
edem atizaciôn del ôrgano. Después de la disecciôn del tracto
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gastrointestinal, se abre la cavidad torâcica y se canula la vena 
cava inferior a través de una incision practicada en la auricula
derecha. Entonces se ata fuertemente la ligadura colocada en la 
cava inferior por encima de las venas renales, con lo que el fluido 
de perfusion que sale del higado es recogido a través de la
segunda canula. Para evitar manipulaciones innecesarias, el higado 
fue m antenido in situ  durante la perfusion. Los principales 
criterios seguidos para evaluar el estado de las preparaciones 
fueron las determinaciones de presiôn portai y de consumo de
oxigeno.
4 . 3 . -  EQUIPO DE PERFUSION HEPATICA.
El sistema de perfusiôn esta representado esquemâticamente 
en la figura 3. La bomba peristâltica (Masterflex Computerized
Drive, Cole-Parmer Inst. Co.) permite la progresiôn del fluido de 
perfusiôn a través del circuito, asi como la regulaciôn de la 
velocidad del flujo. El oxigenador consta de dos cilindros 
concéntricos, separados por una câm ara por la que c ircula 
continuamente la mezcla gaseosa con la que se équilibra el medio 
de perfusiôn. Este fluye a través de un tubo de silastic enrol lado 
sobre el cilindro intemo. El silastic es un material permeable sôlo a 
los gases, consiguiéndose una perfecta oxigenaciôn del medio de 
perfusiôn. Por el cilindro interno del oxigenador circula agua a 
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Las caracteristicas de los distintos elementos de los sistemas 
de perfusion y de adquisiciôn de datos han sido descritos en el 
apartado 4 de Métodos.
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Una vez oxigenado y atemperado, el fluido de perfusion pasa 
por una camara de metacrilato cuya funcion es filtrar y atrapar 
posibles burbujas. El medio de perfusion pénétra en la camara en 
la parte media a fin de que las burbujas asciendan y de la parte 
inferior de la câmara parte el catéter que llega a la vena porta. El 
efluente hepâtico se hace pasar a través de células de flujo 
continuo donde se encuentran adaptados los electrodos selectivos 
para pCa^^, pK^ y pH, con una referencia comûn, y un electrodo de 
platino tipo Clark para determinaciôn de p02. Estos electrodos 
tienen una resistencia interna muy alta que diflculta la detecciôn 
de pequenas variaciones de voltaje. El problema de medir cambios 
iônicos en el medio fisiolôgico requeria un equipo que permitiera 
la apreciaciôn de variaciones de muy pequena intensidad sobre la 
base de niveles iônicos fisiolôgicos, es decir, un equipo preparado 
para discernir débiles incrementos frente a una sehal de fondo 
mucho mayor. Con los amplificadores (Single channel meter SOM-1 
Recording plON m eter M IC -101, B iom edical Inst. G roup, 
University o f  Pennsylvania) de una e levada im pedancia de 
entrada, se midieron de forma fiable y précisa las variaciones de 
pK^ y de pCa^^ en el efluente hepâtico.
La presiôn portal se midiô con un electromanômetro (HSE 
elektro-manometer type 302 Hugo Sachs Elektronik K9), con salida 
analôgica que permitiô el registro continuo de la sehal.
Las sehales analôgicas de cada parâmetro, se digitalizaron 
m ediante un co nv erso r  an a lô g ico /d ig ita l  (HP 3421 A, Data
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Adquisition Control Unit, H ew lett Packard). Las senaies del
conversor se enviaron a un ordenador personal con una puerta de
comunicacion HPIB (IEE488) y procesador con adaptaciones de 
“hojas de ca lcu les"  com erciales para  ca lcu lar  y representar 
graficamente los valores de los distintos paramétrés.
4 . 4 . -  MEDIDA DEL CONSUMO DE OXIGENO.
El consume de oxigeno se détermina calculando la diferencia 
de concentracion  arteriovenosa. D icha diferencia  se establece 
refiriendo los valores de concentracion venosa. registrados durante 
el experimento, a los de concentracion arterial fijados mediante 
calibracion previa con gases de concentracion de oxigeno conocida:
carbogeno(95% de O2) y aire (21% de O2).
El consume de oxigeno se calculé segûn la formula;
consume 02=  (A-V) x F x 1200/PC (p a to m /100gPCxh)
siendo: A: concentracion de O2 arterial (mM)
V: concentracion de O2 venosa (mM)
F: flujo hepâtico (ml/min)
P.C.: peso corporal (grs)
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4 . 5 , -  MEDIDA DE LAS CONCENTRACIONES DE K+ Y Ca2+.
Las concentraciones de calcio y potasio libres en el efluente 
hepâtico se calculan previa calibracion de los electrodes sélectives 
para  dichos iones en el range  de variaciones en el que 
habitualmente oscila en las condiciones expérimentales. Es decir, 
sobre la base de concentraciones de ambos iones présentes en el 
medio de perfusion (tampon Krebs-Ringer bicarbonate o, en su 
case, libre de calcio) se anadieron concentraciones crecientes de los 
mismos. Asi, se obtuvo, en representaciôn semilogaritmica de los 
mV. reg is trados frente al logaritm o de las miliosm olaridades 
respectivas, una recta de calibracion a partir de la cual se 
determ ine la pendiente.
De modo que la formula empleada en los calcules fue:
[ion] = 10  ^  ^ (y -m )/a ] (mM )
siendo: c: concentracion del ion correspondiente
en el tampon (mM) 
y: registre en mV en cada memento 
m: mV. correspondientes al loge sobre la 
recta de calibracion 
. a: pendiente de la recta de calibracion
4 . 6 . -  MEDIDA DEL pH DEL EFLUENTE HEPATICO.
En este case, la relaciôn entre voltaje registrado y unidades 
de pH es lineal con pendiente negativa que varia dependiendo de
6 4
la temperatura. El fluido de perfusion debe ajustarse a un pH de 
7,4 y la calibracion del electrode se realiza en tom e a este punto, 
en el range de variaciôn obtenido al eliminar paulatinamente el 
oxigeno de un tampon oxigenado (95% de O2 ) bas ta equilibrar 
dicho tampon con aire (21% de O2 ). De esta forma se calculan la
pendiente y ordenada en el origen de la recta de calibracion de tal
forma que:
pH = y-b/a (unidades de pH)
siendo: y: registre en mV. en cada instante
a: pendiente de la recta de calibracion
b: ordenada en el origen
El registre simultanée de O 2 , pH, [K^], [Ca^^] y presiôn es 
continue a le largo de tada la perfusion a un ritmo de 1 0  datos de 
cada param étré  por minute. Las formulas anteriormente citadas 
perm iten , p rev ia  e laboraciôn de un program a basado en el 
lenguaje  de macros de la hoja de calcule Lotus 1-2-3, la 
transformaciôn instantânea de voltajes a unidades de use comûn.
5 .  - M E T O D O S ANALITICOS.
5 . 1 .  DETERM INACION DE GLUCOSA, INSULINA Y ACIDOS GRASOS
EN PLASM A.
Para la determinaciôn de los niveles plasmâticos de glucosa, 
acides grasos libres e insulina se tomaron muestras de sangre de la 
aorta en su bifurcaciôn iliaca con una jeringuilla heparinizada.
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Después de sedim entar las células centrifugando a 8000 rpm.
durante 1 0  m inutes, la concentracion de glucosa se determine 
enzim âticam ente  segûn se ha descrito  (Bergm eyer, 1965). El 
contenido de acides grasos libres en plasma fue determinado por 
el método de Dole (1960).
La determinaciôn de los niveles plasmâticos de insulina se 
rea lize  m ediante radio inm unoensayo segûn m odificaciones del 
método de Taylor, 1976 (Wilson y M iles ,1977, Starr 1979). La 
insulina utilizada en la confecciôn de la curva estândar fue insulina 
de rata. La insulina marcada con ll^5 (actividad especifica de
aproximadamente 300pCi/pg) precede de humanos. El suero anti- 
insu lina  se obtuvo en cobaya contra  insulina  humana. La
precipitaciôn del complejo antigeno-anticuerpo se logra con un 
segundo anticuerpo. Estes componentes fueron obtenidos en Sorin 
Biomédica (Vercelli, Italia). La especificidad del antisuero utilizado 
es del 1 0 0 % para insulina de rata y la sensibilidad del método se 
sitûa en tome a + 2,5pU/ml.
5 . 2 . -  DETERM INACION DE IN T E R M E D IA R E S.
Los m etabolites  fueron medidos espectofo tom étricam ente  
mediante reacciones que, de alguna forma, acaban produciendo 
cam bios en el estado  de ôx ido-reducciôn  del sistem a de
nucleotides de nicotinamida. Todos los metabolites fueron medidos 
segûn m étodos p rev iam en te  d esc r i to s  (B ergem eyer, 1965; 
Williamson y Corkey, 1968).
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5.2 .1 .- D e te rm in a c iô n  de g lucosa .
El ensayo para la medida de glucosa se basa en que la 
hexoquinasa cataliza la fosforilaciôn de glucosa por ATP en 
presencia de iones Mg^ "*" segûn la ecuaciôn:
D-Glucosa + ATP <------------- > D-Glucosa-6 -Fosfato + ADP
La glucosa-6 -fosfato deshidrogenasa cataliza la oxidaciôn de 
glucosa-6 -fosfato por NADP^ segûn la ecuaciôn:
D-Glucosa-6 -fosfato + NADP^-->6 -Fosfogluconato+ NADPH
El equilibrio de esta reacciôn esta desplazado completamente 
hacia la formaciôn de NADPH, lo que produce un aumento de 
absorciôn a 340 nm que permite la valoraciôn cuantitativa de 
glucosa. El tampôn utilizado para el ensayo fue trietanolamina 
50mM, cloruro magnésico lOmM, EDTA 5mM, pH 7,4 conteniendo 
ATP 5mM y NADP 6,5 mM.
5.2.2.- D e te rm in a c iô n  de lac ta to  y de p iru v a to .
Las concentraciones de lactato y piruvato se determinaron 
enzimâticam ente mediante lactato deshidrogenasa. La medida de 
lactato se basa en que la enzima lactato deshidrogenasa cataliza la 
oxidaciôn de lactato actuando NAD^ como aceptor de hidrôgeno 
segûn la ecuaciôn:
Lactato + NAD^ < LDH > piruvato + NADH + H^
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Segûn exista un exceso de NAD""" o de NADH se podrâ medir 
de fo rm a c u a n ti ta t iv a  lac ta to  o p iruvato  respec tivam en te . 
Obviamente, puesto que el H^ es un reactivo, el pH del medio 
influye decisivamente en la marcha de la reacciôn. A pH 7,4, el 
equilibrio  esta desplazado hacia la formaciôn de lactato, y la 
disminuciôn de absorciôn producida por la desapariciôn de NADH 
permite la valoraciôn cuantitativa de piruvato. Ya que la reacciôn 
es term odinâm icam ente desfavorable en el sentido de formaciôn 
de piruvato, para la determinaciôn de lactato se utiliza un tampôn 
alcalino, con el fin de eliminar protones y desviar el equilibrio 
hacia la formaciôn de piruvato y NADH.
Para la determinaciôn de lactato se utilizô un tampôn glicina 
0,5M-hidrazina 0,4M, pH 9,5, conteniendo NAD^ 0,8mM y, para la 
de p iruva to , un tam pôn de trie tano lam ina 50mM, pH 7,4, 
conteniendo MgCl] lOmM, EDTA 5 mM y NADH 0,1 mM.
5.2.3.- D e te rm in a c iô n  de c u e rp o s  cetôn icos.
La determ inaciôn  de p h id ro x ib u tira to  y acetoacetato se 
realizô enzimâticamente, utilizando la reacciôn catalizada por la (3- 
hidroxibutirato deshidrogenasa, segûn se ha descrito previamente 
(Williamson y Corkey, 1969). La (3-hidroxibutirato deshidrogenasa 
cataliza la reacciôn:
Acetoacetato + NADH + H^ < >P-hidroxibutirato + NAD^
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El tampôn del ensayo fue trie tanolam ina 50mM, coluro 
magnésico lOmM, EDTA 5mM, pH 7,4 conteniendo NADH 9mM
para la medida de acetoacetato y Tris 0,1M, hidracina 0,4M, pH 8,5
conteniendo NAD^ 0,8mM para la medida de p-hidroxibutirato.
5 . 3 . -  DETERMINACION DEL CONTENIDO HEPATICO DE GLUCOGENO.
El g lucôgeno  hepâtico  se extra jo  del tejido m ediante 
ebulliciôn con una soluciôn al 30% de hidrôxido potâsico y
posterior precipitaciôn con etanol absoluto a -20-C. La glucosa 
producida por la hidrôlisis âcida del precipitado de glucôgeno, se 
cuantificô enzimâticamente segûn se ha descrito en el apartado
5.2.1. Conocida la concentraciôn de glucosa y sabiendo que 5 
jLimoles de glucosa equivalen a 1 mg de glucôgeno, se hicieron los
câlculos oportunos, (Good, Kramer y Somogyi, 1933).
5 . 4 -  DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD LACTICO
DESHIDROGENASA (LDH) HEPATICA.
Una vez tomada la biopsia segûn se ha descrito en el
apartado 3, se homogeneizô en 20 volûmenes de tampôn Tris 
0,1M, pH 7,5. Alicuotas de este extracto se utilizaron para la
valoraciôn de la actividad enzimâtica de lactato deshidrogenasa. La 
activ idad se de term inô  en ambas direcciones. Para ello se 
utilizaron dos tipos de tampones: H2KPO4 0,1M pH 7,4 y NADH 
2mg/ml, en el sentido de desapariciôn de piruvato y glicina 0,5M- 
hidrazina 0,4M, pH 9,5 y NAD^ 0,8mM en el sentido de formaciôn
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de piruvato. Se colocô en la cubeta 1,8ml del tampon y 20jul del 
extracto hepâtico y la reacciôn se iniciô al ahadir respectivamente 
piruvato 5mM o lactato 5mM, segûn fuese el caso. Los câlculos se 
hicieron a partir del registre grâfico de la pendiente del inicio de la 
reacciôn y teniendo en cuenta el contenido en proteinas del 
extracto utilizado, cuantificado por el método de Lowry (1951), 
expresândose en jumoles/min x mg proteina.
5 . 5 . -  DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD HEPATICA DE PROTEINA
QUINASA C (PKC).
La actividad de proteina quinasa C se determinô en biopsias 
hepâticas de ratas som etidas a una operaciôn sim ulada y 
adrenalectomizadas. El método consta de las siguientes etapas: 
cinco minutes después de anestesiar las ratas con nembutal sôdico, 
se hace una incisiôn abdominal amplia y tras apartar las asas 
intestinales a la izquierda del animal se toma una biopsia, previa 
ligadura del lôbulo  correspondiente  para evitar pérdidas de 
sangre. Posteriormente, se inserta una jeringuilla en la vena porta, 
a través de la cual se inyecta lentamente ( 2 0  segundos) 0,03mg de 
fenilefrina disueltos en 0 ,2 ml de soluciôn salina; un minute 
después de la administraciôn de fenilefrina se toma una segunda 
biopsia.
Las b iopsias  hepâticas  fueron hom ogeneizadas con 4 
volûmenes de tampôn A: Tris-HCl 20mM pH 7,5, 2mM EDTA, 
0,5mM EGTA, 2mM ditiotreitol, 0,25M sacarosa, conteniendo
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20|Lig/ml de inhibidor de tripsina, 2mM de PMSF y 0,04mM 
leupeptina. La preparacion de la fraccion soluble y particulada se 
realize segûn métodos descritos (Piccoletti y col., 1990). Después de 
centrifugar el hom ogenado a 4000 rpm durante 10 min, el
sobrenadante post-nuclear fue centrifugado a lOO.OOOxg durante 
Ih a 4-C. El sobrenadante es la fraccion citosolica y el sedimento 
constituye la fraccion de membranas. El sedimento se disolvio con 
tampon A conteniendo Triton X-100 0,5% y se incubô en hielo 
durante 1 hora, después de lo cual se centrifugé a lOO.OOOxg
durante 1 hora para eliminar el material insoluble. Se pasaron a 
través de co lum nas de D E A E -ce lu losa  (1 ,5cm  x 0 ,7cm ), 
previamente equilibradas con el buffer A-sacarosa, 0,5ml, de cada 
una de las fracciones obtenidas, es decir, citosolica y particulada. 
Tras lavar con 10ml del buffer A -sacarosa, para e lim inar 
inhibidores endôgenos (Schwantke y Le Peuch, 1984), la PKC se 
eluyô de la columna en 1ml de buffer A-sacarosa suplementado 
con lOOmM NaCl. Experimentos preliminares realizados con un 
gradiente de NaCl, indicaron que la mayor parte de la actividad de 
proteina quinasa C se recoge en esta fraccion. La concentracion de 
proteina en las dos fracciones, se determine mediante el método 
de Lowry (1951),
La actividad de proteina quinasa C se determine midiendo la
incorporaciôn de ^^P a partir de [y^^ATP] en Histona de time de
ternera (Tipo III S, Sigma) (Kikkawa y col., 1982). La mezcla de 
reacciôn (200 j l i 1) contenia l lm M  Tris-HCl pH 7,5, 7,5mM MgCl], 1,5 
mM CaCl2 , 50|ug de histona, 25pg de fosfatidilserina, Ipg de
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dioctanoilg licero l, 0,05mM ATP, 0,25juCi ^^P y SOjul de la 
p re p a ra c io n  e n z im â t ic a .  La a c t iv id a d  b asa l  se ob tuvo  
reemplazando el CaCl] y los fosfolipidos con 5mM EGTA. Después 
de un periodo de incubaciôn de 1 0  m inutes a tem peratura 
ambiente, se parô la reacciôn anadiendo 2 ml de tricloroacético al 
5% conteniendo lOmM H3PO4 a 4-C y 200pg de albùmina bovina. El 
material precipitado en frie, insoluble en âcido, se recogiô por 
filtraciôn en membranas de fibra de vidrio (whatman GF/A) de 2,5 
cm de diâmetro. A continuaciôn los filtres se lavaron repetidas 
veces con tricloroacético al 5% conteniendo lOmM H 3PO4 y 5mM 
ATP y un ultime lavado con etanol/éter etüico ( l : l ,v /v ) .  Una vez 
secos, los filtres fueron transferidos a viales con 2 ml de liquide de 
cen te lleo  (qu ickz in t ,  Z insse r  A naly tic)  y la rad iac tiv id ad  
determinada en un contador de centelleo liquide. La actividad de 
proteina quinasa C se determinô en triplicado en ausencia y en 
presencia de CaClz y fosfolipidos.
6 . - ESTIM ACION DEL FLUJO A TRAVES DEL CICLO DE LOS
ACIDOS TRICARBOXILICOS.
Para la estimaciôn del flujo a través del ciclo de los âcidos 
tricarboxilicos hemos seguido el método descrito por Williamson y 
col., 1969. El flujo a través del ciclo de los âcidos tricarboxilicos se 
puede calcular a partir de las medidas de consume de oxigeno, 
corregidas por la producciôn no mitocondrial de NADH y FADH, asi 
como por la producciôn de cuerpos cetônicos. En ausencia de 
substrates se asume que la respiraciôn basai se debe a la oxidaciôn
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de âcidos grasos endôgenos de 16 âtomos de carbono. La oxidaciôn 
compléta de 1 mol de palmitato requiere 46 âtomos de oxigeno, de 
ellos el 70% se consumen en el ciclo de los âcidos tricarboxilicos. La 
oxidaciôn de un mol de acetil-CoA requiere 4 âtomos de oxigeno. 
Cada mol de acetoacetato generado a partir de âcidos grasos 
endôgenos o de octanoato requiere 3,5 ô 3 équivalentes de oxigeno 
respectivamente, la formaciôn de p-hidroxibutirato requiere 2,5 ô
2  équivalentes de oxigeno segûn procéda de palm itato o de
octanoato. Se asume un valor del cociente P /0  de 3.
7 .  - T R A TA M IEN TO  ESTADISTICO.
La evaluaciôn  estadistica  de los resu ltados se realizô 
determinando las desviaciones estândar y la significaciôn de la
diferencia entre los distintos grupos segûn el método de la t de
Student (Crow y col., 1960).
RESULTADOS
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1 . -  M ETABOLISM O H EPA TICO  DE LACTATO Y DE 
PIRUVATO EN ANIMALES ADRENOPRIVOS.
1 . 1 . -  EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE EL METABOLISMO
HEPATICO DE LACTATO.
La figura 4 muestra el efecto de la adrenalectom ia sobre las 
tasas de re sp ira c iô n  y de g lu co n eo g én esis  a p a r tir  de 
concentraciones crecien tes de lactato . En esta figura se han 
representado tam bién las tasas de utilizaciôn de lactato y de 
producciôn de piruvato, asi como las variaciones en el cociente 
l a c ta to /p i r u v a to  en  h ig a d o s  de  r a ta s  c o n trô le s  y 
adrenalectom izadas. En estos experim entos, la concentraciôn de 
lactato se incrementô de forma lineal desde 0 hasta 8 mM una vez 
alcanzada una tasa estacionaria  de respiraciôn en ausencia de 
su b s tra to s .
En primer lugar, hay que destacar que el estrés quirùrgico no 
produjo cambios apreciables en el metabolismo hepâtico de lactato. 
En efecto, nuestros resultados, obtenidos en ratas sometidas a una 
operaciôn sim ulada (panel izquierdo de la F igura 4) estân de 
acuerdo  con o bservac iones p rev ias de n u estro  lab o ra to rio  
(Gonzâlez-M anchôn y col., 1989) realizadas en ratas contrôles. La 
adm inistraciôn de concentraciones crecientes de lactato da lugar a 
un increm entô progresivo en la tasa de respiraciôn hepâtica, que 
da cuenta estequiom étricam ente del aumento de la producciôn de 
glucosa. La producciôn de glucosa en funciôn de la concentraciôn 
de lac ta to  m uestra  una c in é tica  de sa tu rac iôn  tip ica . La 
concentraciôn de lactato con la que se consigue la “vmax” es de
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FIG U RA  4
EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE LOS INCREMENTOS DE 
RESPIRACION Y TASAS METABOUCASINDUCIDOS POR 
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Higados aislados de ratas contrôles y adrenalectom izadas 
som etidos a ayuno durante 48 h, fueron perfundidos como se 
describe en M étodos. A lcanzada una tasa basai estacionaria de 
consumo de oxigeno, la concentraciôn de substrato se incrementô 
de forma lineal desde 0 hasta SmM, m ediante un form ador de 
gradientes, y fueron tomadas alicuotas del efluente a intervalos de 
2min para la determ inaciôn  de los d istin tos m etabolitos. Los 
resultados son valores promedio de, al menos, 4 experimentos.
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aproxim adam ente Im M , y se encuentra , pues, dentro de los 
mârgenes de concentraciôn de lactato en condiciones fisiolôgicas 
(Parrilla, 1978 b; Hers y Hue, 1983; Groen y col., 1986). La tasa de 
utilizaciôn de lactato m uestra un com portam iento bifâsico, alcanza 
un mâximo a una concentraciôn de lactato de aproxim adam ente 
ImM , coincidiendo con la curva de saturaciôn de glucosa que se 
mantiene hasta una concentraciôn de lactato prôxim a a 3mM, a 
partir de la cual se observa un incrementô lineal en la velocidad 
de utilizaciôn de substrato.
La com paraciôn entre los resultados obtenidos en ratas 
contrô les y ad renalectom izadas révéla  que el increm entô de 
respiraciôn, inducido por el gradiente de concentraciôn de lactato, 
no se ve afectado por la adrenalectom ia, asi como tampoco se 
afecta significativam ente la tasa de producciôn de glucosa ni la de 
utilizaciôn de lactato. En higados de ratas adrenalectom izadas, la 
tasa de producciôn de piruvato es menor, lo que tiene como 
consecuencia un aum ento del estado de reducciôn del sistem a 
NAD"^ citosôlico , expresado por las variaciones de la relaciôn 
lactato/piruvato en el efluente hepâtico. En la tabla III, se han 
recogido los incrementos en las tasas de utilizaciôn de lactato y de 
producciôn de glucosa y piruvato en higados de ratas contrôles y 
adrenalectom izadas en respuesta a concentraciones crecientes de 
lactato. Con objeto de sim plificar, ùnicam ente se présentant los 
resultados correspondientes a las concentraciones de lactato 1, 5 y 
7mM respectivam ente. Cabe destacar de estos resultados que, en 
estas condiciones, tanto en higados de ratas contrôles como
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TA BLA  III
EFEC TO  DE LA ADRENALECTOM IA SOBRE EL M ETABOLISM O
H EPA TICO  DE LACTATO.
[LACTATO]
(mM)
GRUPO ALACTATO APIRUVATO AGLUCOSA L /P
(^mol/lOOgRCxh)
Im M CONTROL -480+ 55 56 + 7 97+4 15+3
ADX -397+ 28 42 + 3 108+9 21+2
5 mM CONTROL -966+31 200+ 17 144+11 22+1
ADX -955+81 172+10 144+10 27+3
7m M CONTROL -1184+ 41 250+ 22 170+15 26+1
ADX -1 160 + 78 220+11 152+12 30+2
Los datos han sido tomados de las figuras 12,17,18,20 y 22.
Los resultados son valores promedio de, al menos 4 experimentos + 
el error estândar de la media.
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adrenalectom izadas, las producciones de glucosa y de piruvato dan 
cuenta solamente de aproxim adam ente el 50% de la utilizaciôn de 
lacta to .
1 . 2 . -  EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE EL METABOLISMO
HEPATICO DE PIRUVATO.
En la figura 5, se han representado los incrementos en el 
consumo de oxigeno y en la tasa de producciôn de glucosa, en 
funciôn  del tiem po, en resp u es ta  a la adm in istrac iôn  de 
concen traciones c rec ien tes de p iruva to  en h igados de ratas 
contrôles y adrenalectom izadas. La grâfica m uestra tam bién las 
tasas de utilizaciôn de piruvato y de producciôn de lactato, y el
estado de reducciôn del sistema NAD^ citosôlico, expresado por el
cociente lactato/piruvato. Estos experim entos se llevaron a cabo,
igual que los descritos anteriorm ente, increm entando de form a 
lineal la concentraciôn  de substrato . En la figura 6 se ha 
representado de forma com parativa el efecto de la adrenalectom ia 
sobre las distintas tasas m etabôlicas y sobre los cambios en la 
re laciôn  lac ta to /p iru v a to  en funciôn  de la concen traciôn  de 
piruvato. Puede apreciarse que la producciôn de glucosa a partir
de piruvato es un proceso que se satura a concentraciones de 
piruvato prôximas a 0,3mM. La cinética de producciôn de glucosa a 
partir de piruvato no muestra cam bios apreciables en higados de 
ratas ad renalec tom izadas. T am poco se de tectaron  d iferencias 
sign ifica tivas en las tasas de u tilizac iôn  de p iruvato  y de 
producciôn de lactato ni en el estado de reducciôn del sistem a 
NAD^ citosôlico.
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FIG U RA  5
EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE LOS INCREMENTOS DE 
RESPIRACION Y TASAS METABOUCAS INDUCIDOS POR 













































H igados aislados de ratas contrôles y adrenalectom izadas 
som etidos a ayuno durante 48 h, fueron perfundidos como se 
describe en M étodos. A lcanzada una tasa basai estacionaria de 
consumo de oxigeno, la concentraciôn de substrato se incrementô 
de forma lineal desde 0 hasta 0,7mM , m ediante un form ador de 
gradientes, y fueron tomadas alicuotas del efluente a intervalos de 
2 min para la determ inaciôn de los d istin tos m etabolitos. Los 
resultados son valores promedio de, al menos, 4 experimentos.
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FIG U RA  6
EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE LAS TASAS 
METABOUCAS INDUCIDAS POR CONCENTRACIONES CRECIENTES DE 
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Higados aislados de ratas som etidas a ayuno durante 48 
horas, fueron perfundidos como se describe en M étodos. Las 
grâficas representadas, han sido elaboradas con los datos de la 
fig u ra .5.
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2 .  - M ETABOLISM O DE ACIDOS GRASOS EN HIGADOS DE
ANIM ALES A D REN O PRIV O S.
La tabla IV muestra el efecto de la adrenalectom ia sobre los 
niveles de âcidos grasos libres en plasm a. De acuerdo con 
observaciones previas (G authier y col., 1986), puede observarse 
como 4 dias después de practicar la adrenalectom ia bilateral, se 
reduce en aproxim adam ente un 30% los niveles de âcidos grasos 
c ircu lan tes.
En la figura 7 se han representado los increm entos de 
respiraciôn inducidos por diferentes concentraciones de octanoato 
en el medio de perfusion , en higados de ratas contrôles y 
ad renalec tom izadas, m antenidas en ayuno duran te  48 horas. 
Puede observarse que los incrementos en el consumo de oxigeno, 
en respuesta a la adm inistraciôn de octanoato, son sim ilares en 
ambos tipos de ratas. En estos experimentos se utilizaron higados 
d istin tos para cada una de las concentraciones de octanoato 
utilizadas, determ inando la tasa de consumo de oxigeno a los 20 
minutos de la adm inistraciôn de octanoato, una vez alcanzada una 
tasa  e s ta c io n a ria  de re sp ira c iô n . R esu ltados s im ila res  se 
obtuv ieron  cuando se adm in istrô  a una m ism a preparaciôn  
cantidades crecientes de octanoato. En las figuras 8 y 9 se 
m uestran las tasas de respiraciôn  hepâtica y cetogénesis en 
respuesta a concentraciones crecientes de octanoato en el medio de 
perfusiôn en higados de ratas contrôles y adrenalectom izadas, 
respectivam ente. La com paraciôn entre ambas figuras révéla, en 
p rim er lu g ar, que la re sp ira c iô n  h e p â tic a  endôgena  es
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TABLA IV
EFECTO  DE LA ADRENALECTOM IA SOBRE EL CONTENIDO DE 
ACIDOS GRASOS LIBRES EN PLASMA
ACIDOS GRASOS LIBRES 
EN PLASMA
i^Eq/1 % DEL CONTROL
CONTROL 520+ 47 100
ADX 358+22* 71
*p<0,01
La determ inaciôn de los niveles plasmâticos de âcidos grasos 
libres se realizô segûn se describe en Métodos. Cada valor es la 
media de, al menos, 8 observaciones + el error estândar de la media. 
El valor de p fue calculado por el método de la t de Student.
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FIG U RA  7
EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE LOS INCREMENTOS DE 
RESPIRACION HEPATICA INDUCIDOS POR CONCENTRACIONES 
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Higados de ratas contrôles y adrenalectom izadas, sometidas a 
un periodo de ayuno de 48 horas, fueron perfundidos segûn se
describe en M étodos. La figura représenta los increm entos de 
consum o de o x ig en o  p ro d u c id o s  po r cada  una de las
concen trac iones de octanoato  cuando se consigue  una tasa 
estacionaria de respiraciôn. Cada valor es la media de, al menos, 4
experimentos + el error estândar de la media.
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FIG U RA  8
EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE CONCENTRACIONES 
CRECIENTES DE OCTANOATO SOBRE LAS TASAS DE RESPIRACION Y 
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Higados de ratas contrôles, sometidas a un periodo de ayuno 
de 48 horas, fueron perfundidos segûn se describe en M étodos. 
Después de que se alcanzara una tasa basai estacionaria  de 
respiraciôn hepâtica, la concentraciôn de octanoato se incrementô 
de form a escalonada. Cada 5 minutos se tom aron alicuotas del 
efluente hepâtico para la determinaciôn de cuerpos cetônicos.
8 5
FIG URA 9
EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE CONCENTRACIONES 
CRECIENTES DE OCTANOATO SOBRE LAS TASAS DE RESPIRACION Y 
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Higados de ratas adrenalectom izadas, sometidas a un periodo 
de ayuno de 48 horas, fueron perfundidos segûn se describe en 
Métodos. Después de que se alcanzara una tasa basai estacionaria 
de resp irac iô n  hepâtica , la concen trac iôn  de octanoato  se 
increm entô de form a escalonada. Cada 5 m inutos se tom aron 
alicuotas del efluente hepâtico para la determ inaciôn de cuerpos 
cetônicos.
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aproxim adam ente un 20% m enor en ratas adrenalectom izadas. 
Tam bién se observa una dism inuciôn de la tasa de cetogénesis 
endôgena, consecuencia probablem ente de la m enor disponibilidad 
de âcidos grasos circulantes (Tabla IV). A pesar de ello, los 
in c re m e n to s  de re sp ira c iô n , in d u c id o s  po r las d is tin ta s  
concentraciones de octanoato, son idénticas en ambos grupos de 
ratas. Asi mismo, la tasa de producciôn de cuerpos cetônicos a 
partir de octanoato no muestra cambios apreciables en higados de 
ratas adrenoprivas, como se puede apreciar en la figura 10, en la 
que se m uestra la tasa de producciôn de cuerpos cetônicos, en 
funciôn de la concentraciôn de octanoato, una vez substraida la 
tasa de cetogénesis endôgena, en higados de ratas contrôles y 
adrenalectom izadas. Estos resultados demuestran que la oxidaciôn 
hepâtica de âcidos grasos no se ve afectada por la adrenalectomia.
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FIG U RA  10
EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE LA PRODUCCION DE 
CUERPOS ŒTONICOSINDUCIDOS POR CONCENTRACIONES 


























0.20U . O O 0 . 1 0 0 .30 0 .40 0 .50
[OCTANOATO](mM)
Los datos han sido tornados de las figuras 8 y 9 para ios 
anim ales control y adrenalectom izados respectivam ente.
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3 . -  REGULACION DEL M ETABOLISM O HEPATICO DE 
LACTATO PO R ACIDOS GRASOS EN ANIMALES 
ADREN OPRIV OS,
3 . 1 . -  EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE CONCENTRACIONES 
CRECIENTES DE OCTANOATO SOBRE LAS TASAS DE 
RESPIRACION Y GLUCONEOGENESIS A PARTIR DE 
CONCENTRACIONES CRECIENTES DE LACTATO EN HIGADOS 
PERFUNDIDOS DE RATAS CONTROLES Y
ADRENALECTOM IZADAS,
La figura 11 muestra los cambios de respiraciôn producidos 
por un gradiente lineal de concentraciones de lactato sôdico desde 
0 hasta 8 mM en higados perfundidos procedentes de ratas 
co n trô les  y ad ren a lec to m izad as . El in crem en to  in ic ia l de 
respiraciôn es debido a la presencia de cantidades crecientes de 
octanoato. Una vez que se alcanzô una tasa estacionaria  de 
consume de oxigeno en presencia de octanoato, la concentraciôn de 
lactato en el medio de perfusion fue incrementada de forma lineal 
a una velocidad de 0,15 pmoles/ml x minute. En la parte izquierda 
de la figura, que corresponde a higados de ratas contrôles, puede 
observarse que el increm ento de respiraciôn , inducido por el 
gradiente de concentraciôn de lactato, y determ inado por el ârea 
de la curva correspondiente, es m ayor en presencia  de una 
concentraciôn de octanoato de 25 juM en el medio de perfusiôn. 
E ste increm ento  d ism inuye p ro g res iv am en te  a m edida que 
aum enta la concentraciôn de octanoato, hasta alcanzar valores 
sim ilares a los que produce el gradiente de concentraciôn de 
lactato en ausencia del âcido graso. Por el contrario, en higados de 
ratas adrenalectom izadas (parte  derecha de la Fig. 11), el
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FIG U RA  11
EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE LOS INCREMENTOS DE 
CONSUMO DE OXIGENO PRODUCIDOS EN RESPUESTA A 















Higados de ratas contrôles y adrenalectom izadas, sometidos a 
un perîodo de ayuno de 48 horas, fueron perfundidos segûn se 
describe en Métodos. Después de alcanzar una tasa estacionaria de 
re sp irac iô n  h ep â tica  en au sen c ia  o en p resen c ia  de las 
concentraciones indicadas de octanoato, la concentraciôn de lactato 
se incrementô de forma lineal a una velocidad de 0,15 mM/min 
m ediante un form ador de gradientes. Cada trazado représenta la 
media de, al menos, 4 experimentos.
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in crem en to  de re sp ira c iô n , in d u cid o  por el g rad ien te  de 
concentraciôn de lactato, no se ve afectado significativam ente por 
la presencia de octanoato en el medio de perfusiôn. La valoraciôn 
cuantitativa de estos resultados, es decir, la integraciôn de los 
valores de respiraciôn obtenidos con el gradiente de concentraciôn 
de lacta to  en p resencia  de las d istin tas concen traciones de 
octanoato en higados de ratas contrôles y adrenalectom izadas esta 
reflejada en la tabla V. Puede observarse cômo la adrenalectom ia 
impide la estim ulaciôn de respiraciôn inducida por concentraciones 
bajas de octanoato  en presencia  de lac ta to  com o precursor 
g luconeogénico.
La figura 12 représenta las tasas de producciôn de glucosa en 
funciôn de la concentraciôn de lactato en el medio de perfusiôn en 
ausencia y en presencia de concentraciones crecientes de octanoato 
en higados perfundidos de ratas contrôles y adrenalectom izadas. 
Los resultados obtenidos en higados de ratas som etidas a una 
operaciôn simulada estân de acuerdo con observaciones previas de 
nuestro laboratorio (Gonzâlez-M anchôn y col., 1989). Es decir, la 
adm in istrac iôn  de octanoato  p roduce  un increm ento  de la 
velocidad maxima de producciôn de glucosa que es inversam ente 
proporcional a la concentraciôn de octanoato en el medio de 
p refusiôn . La adm in istrac iôn  de una concen trac iôn  baja de 
octanoato, 25 pM , produce un desplazam iento  de la curva de 
saturaciôn hacia la izquierda y un aum ento considerable de la 
velocidad m axim a de producciôn de glucosa. Los efectos de 
concentraciones crecientes de octanoato  son un desplazam iento
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TABLA V
E FE C TO  DE LA ADM INISTRACION DE OCTANOATO SOBRE LA 
TASA DE R E SPIR A C IO N  H EPA TICA  INDUCIDA PO R UN 
GRADIENTE DE CONCENTRACION DE LACTATO.




2 5 118+4 101+12
100 103 + 6 110+13
5 0 0 84+5 96+18
Higados de ratas contrôles y adrenalectom izadas, sometidas a 
un perîodo de ayuno de 48 h., fueron perfundidos segûn se describe 
en la figu ra  11. Los resu ltados, va lo res p rom edio  de 3-6 
observaciones, han sido determ inados calculando el area, con el 
program a W ingz, de los trazados de oxigeno en funciôn de la 
concen trac iôn  de lac ta to , en ausencia y en p resencia  de las 
concentraciones indicadas de octanoato.
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FIG U RA  12
EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE CONCENTRACIONES DE 
OCTANOATO SOBRE LA TASA DE PRODUCCION DE GLUCOSA A 
PARTIR DE LACTATO EN HIGADOS AISLADOS Y PERFUNDIDOS DE 
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Las condiciones expérim entales son idénticas a las descritas 
en la figura 11. Los resultados son valores prom edio de, 3-6 
ex p e rim en to s .
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progresivo  de la curva de saturaciôn  hacia la derecha que, 
probablem ente refleja cambios de afinidad por el substrato de la 
prim era etapa reguladora de la via, jun to  a una dism inuciôn 
progresiva de la velocidad de producciôn de glucosa.
L os re s u lta d o s  o b te n id o s  con h ig a d o s  de ra ta s  
adrenalectom izadas difieren notablem ente de los anteriores. Deben 
destacarse très hechos: primero, que la adrenalectom ia no produce 
efectos apreciables sobre la velocidad maxima de producciôn de 
g lu co sa  a p a r t ir  de la c ta to , segundo , la p re sen c ia  de 
concentraciones crecientes de octanoato en el medio de perfusiôn 
tiene efectos sim ilares a los observados en los higados de ratas 
contrôles, es decir, una dism inuciôn progresiva de la velocidad 
maxima de la respuesta, y un desplazam iento de las curvas de 
saturaciôn hacia la derecha a m edida que se increm enta la 
concentraciôn de octanoato y por ultim o, el increm ento de la 
velocidad  m axim a de p roducciôn  de g lucosa  producido  por
o c ta n o a to  no se o b se rv a  en los h ig a d o s  de ra ta s  
ad renalectom izadas. Estos resu ltados sug ieren , pues, que se
requiere la presencia de los glucocorticoides adrenales para que 
los âcidos grasos puedan in d u c ir un increm ento  del flu jo  
gluconeogénico. En apoyo de esta idea puede observarse (Fig. 13) 
cômo el tratam iento in vivo de ratas adrenalectom izadas con dosis 
sustitutivas de un glucocorticoide de sintesis como prednisolona, es 
capaz de re s ta u ra r  p a rc ia lm en te  el e fec to  de o c tanoato
estimulando la velocidad de producciôn de glucosa.
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FIG U RA  13
EFECTO DEL TRATAMIENTO IN  VIVO CON PREDNISOLONA A RATAS 
ADRENALECTOMIZADAS SOBRE LA RESPUESTA GLUCONEOGENICA 
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R atas ad rena lec tom izadas fueron tra tadas in vivo  con 
predniso lona com o se describe en M étodos. Las condiciones 
expérimentales son idénticas a las descritas en la figura 11. Cada 2 
m inutes se tom aron a licuotas del e fluen te  hepâtico  para la 
determinaciôn de glucosa. Los resultados son valores promedio de, 
al menos, 3 experimentos.
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La figura 14 représen ta  los increm entos en la tasa de 
producciôn de glucosa inducidos por concentraciones de lactato de 
1, 2 ô 5 mM en funciôn de la concentraciôn de octanoato en el 
medio de perfusiôn en higados perfundidos de ratas contrôles y 
adrenalectom izadas. Puede observarse cômo en higados de ratas 
adrenalectom izadas, se produce una dism inuciôn progresiva de la 
tasa de producciôn de glucosa en funciôn de la concentraciôn de 
octanoato en el medio de perfusiôn. En higados de ratas contrôles, 
por el contrario, se observa un incremento mâximo de la velocidad 
de producciôn de glucosa en presencia de la concentraciôn mas 
baja de octanoato para las très concentraciones de lactato. A 
m edida que aum en ta  la co n cen trac iô n  de oc tanoato , este  
increm ento tiende a desaparecer. Unicam ente en el caso de la
concentraciôn mas alta  de substra to , 5 mM, los valores de 
producciôn de glucosa se mantienen por encima de los del control 
incluso a las concentraciones mas altas de octanoato.
Estos resultados podrian ser debidos a una inhibiciôn de la 
disponibilidad de piruvato debida al incremento en la generaciôn 
de NADH producido por la oxidaciôn de octanoato. Por esta razôn, 
en la figura 15 se ha representado, de forma comparativa, las tasas 
de producciôn  de g lucosa, en higados de ratas contrôles y
adrenalectom izadas, en funciôn de la concentraciôn de piruvato en 
el efluente. Asumim os que la concentraciôn de piruvato en el
efluente es un reflejo de la disponibilidad de piruvato para ser 
transportado al in terior de la m itocondria (Gonzâlez-M anchôn y 
col., 1989). Puede observarse en la figura 15 cômo la velocidad
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FIG U R A  14
INCREMENTOS EN LA TASA DE GLUCONEOGENESIS INDUCIDOS POR 
LACTATO (1,2,5 mM) EN FUNCION DE LA CONCENTRACION DE 













( m M )
[LACTATO] 
(m  M)250 ■ ADRENALECTOMIZADACONTROL
x:
X






0 ,0  0,1 0 ,2  0 ,3  0 ,4  0 ,50 ,0  0,1 0 ,2  0 ,3  0 ,4  0 ,5
[O C T A N O A T O ](m M )
Los incrementos de gluconeogénesis han sido tornados de los 
experimentos realizados con gradientes de concentraciôn de lactato 
representados en la figura 12.
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FIG U RA  IS
EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA (o) SOBRE LA PRODUCCION DE 
GLUCOSA A PARTIR DE LACTATO EN FUNCION DE LA 
CONCENTRACION DE PIRUVATO EN EL EFLUENTE HEPATICO, EN 
AUSENCIA Y EN PRESENCIA DE CONCENTRACIONES CRECIENTES DE
OCTANOATO.
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Las condiciones expérim entales son idénticas a las descritas 
en la figura 11. La figura représenta la producciôn de glucosa en 
funciôn de la concentrciôn de piruvato determ inada en alicuotas 
del efluente hepâtico tomadas a intervalos de 2 minutos. La linea 
continua représenta la tasa de producciôn de glucosa de higados, 
de ratas contrô les, perfundidos en ausencia de octanoato. Los 
resultados son valores promedio de, al menos, très observaciones.
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maxima de producciôn de glucosa, en higados de ratas sometidas a 
una operaciôn sim ulada, esta aum entada respecto al control para 
cualquier concentraciôn de octanoato en el medio de perfusiôn. Por 
el contrario, en higados de ratas adrenalectomizadas, los valores de 
velocidad maxima de producciôn de glucosa son inferiores a los del 
control (linea de puntos) con cualquier concentraciôn de octanoato.
La figura 16 muestra los datos cinéticos calculados a partir 
de los experim entos de la figura anterior. En higados de ratas 
contrôles, la velocidad m axim a de producciôn de glucosa esta 
aum entada respecto  al control para cualqu ier concentraciôn de 
octanoato; sin embargo, en higados de ratas adrenalectom izadas, la 
velocidad m axim a decrece, de form a prâcticam ente  lineal, a 
medida que aumenta la concentraciôn de octanoato en el medio de 
perfusiôn. El efecto mas llamativo es el que se se observa tras la 
administraciôn de una concentraciôn de octanoato de 25 pM, sobre 
la concentraciôn de piruvato con la que se alcanza la mitad de la 
velocidad m axima, m ientras que en los contrôles dism inuye este 
valor, en higados de ratas adrenalectom izadas el efecto es el 
opuesto. La adm inistraciôn de concentraciones de octanoato de 100 
ô 500 pM no parecen a lterar significativam ente  el valor de 
[P iruvato]o ,5  tan to  en h igados de ra ta s  co n trô le s  com o 
a d ren a lec to m izad as .
En las figuras 17 y 18, aparecen representadas las tasas de 
utilizaciôn de lactato  en funciôn de la concentraciôn de este 
substrato en el medio de perfusiôn y en presencia de las distintas
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FIG U R A  16
EFECTO DE LA CONCENTRACION DE OCTANOATO SOBRE "v^ax" DE 
PRODUCCION DE GLUCOSA Y [S]q4  PARA PIRUVATO EN HIGADOS 
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Los calcules han sido elaborados a partir de los datos de las 
figuras 12 y 15 . Para ello se hicieron representaciones del tipo de 
Lineaweaber-Burk y se determ ine la ecuaciôn de cada una de las 
rectas por el método de los minimes cuadrados.
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FIG U R A  17
EFECTO DE LA CONCENTRACION DE OCTANOATO SOBRE LA TASA DE 
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Higados de ratas contrôles, sometidas a un perîodo de ayuno 
de 48 horas, fueron perfundidos segûn se describe en Métodos. La 
concentraciôn de lactato  se increm entô de form a lineal a una 
velocidad de 0,15 mM/min. y se tom aron alicuotas del efluente 
hepâtico a intervalos de 2 m inutos. Los resultados son valores 
promedio de, al menos, très observaciones.
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FIG U R A  18
EFECTO DE LA CONCENTRACION DE OCTANOATO SOBRE LA TASA DE 
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Higados aislados de ratas adrenalectom izadas, som etidas a 
un perîodo de ayuno de 48 horas, fueron perfundidos segûn se 
describe en Métodos. La concentraciôn de lactato se incrementô de 
form a lineal a una velocidad de 0,15 mM/min. y se tomaron 
alicuotas del efluente hepâtico a intervalos de 2 minutos. Los 
resultados son valores promedio de 3-6 experimentos.
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concentraciones de octanoato, en higados de ratas contrôles y 
adrenalectom izadas respectivam ente. El perfil cualita tivo  de la 
respuesta es sim ilar en ambos casos. La tasa de utilizaciôn de 
lactato , tanto en ausencia como en presencia de las d istin tas 
c o n cen trac io n es  de o c tan o a to , m uestra  un co m portam ien to  
bifâsico, alcanza una saturaciôn a concentraciones de lactato de 
aproxim adam ente 1 mM, coincidiendo con la curva de saturaciôn 
de producciôn de glucosa (Fig. 12); pero a concentraciones 
superiores a 3 mM, se observa un increm ento lineal en la 
velocidad de utilizaciôn de lactato. En presencia de concentraciones 
crecientes de octanoato, existe una correlaciôn entre la tasa de 
utilizaciôn de lactato y la de producciôn de glucosa, tanto en 
higados de ratas contrôles como adrenalectom izadas.
La figura 19 refleja el efecto de la adrenalectom ia sobre la 
tasa de utilizaciôn de lactato en funciôn de la concentraciôn de 
lacta to  en el m edio de perfusiôn . En esta  figura se han 
representado los valores correspondientes a una concentraciôn de 
lactato de 7 mM. Puede observarse como, en higados de ratas 
con trô les, la adm in istrac iôn  de concentraciones crecien tes de 
octanoato hasta 0,1 mM produce un aumento progresivo en la tasa 
de utilizaciôn de lactato. Por encim a de esta concentraciôn de 
octanoato, se produce una disminuciôn en la tasa de utilizaciôn de 
lactato , aunque esta se m antiene en valores superiores a los 
basales. Por el contrario, en higados de ratas adrenalectom izadas, 
la tasa de utilizaciôn de lactato dism inuye a medida que aumenta 
la concentraciôn de octanoato en el medio de perfusiôn.
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FIG U RA  19
EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE LA TASA DE UTILIZACION 
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Las condiciones expérim entales son idénticas a las descritas 
en la figura 11. En esta figura se han representado los valores de 
utilizaciôn de lactato a partir de una concentraciôn de lactato de 
7mM. en el medio de perfusiôn. Cada valor es la media de 3-4 
experimentos ±  el error estândar de la media.
1 0 4
En la figura 20 aparece rep resen tado  el efecto  de la
adrenalectom ia sobre las tasas de producciôn de piruvato , en 
funciôn de la concentraciôn de lactato, en ausencia y en presencia 
de octanoato en el medio de perfusiôn. La tasa de producciôn de 
piruvato en higados de ratas adrenalectom izadas es ligeram ente 
inferior a la de los contrôles, tanto en ausencia como en presencia 
de cualquiera de las concentraciones de octanoato utilizadas. En la 
figura 21 se han represen tado  los valores de producciôn de 
piruvato, correspondientes a una concentraciôn de lactato de 7 
mM, en funciôn de la concentraciôn de octanoato en el medio de 
perfusiôn, en higados de ratas contrôles y adrenalectom izadas. En 
ambos casos, se aprecia, (Fig. 21) que la tasa de producciôn de 
p iruvato  es inversam ente  proporcional a la concentraciôn  de
octanoato en el medio de perfusiôn.
En la figura 22 se han representado los valores del cociente
lac ta to /p iru v a to  en el e fluen te  hepâtico , en funciôn de la
concentraciôn de lactato  en el m edio de perfusiôn , en ratas 
co n trô les  y ad ren a lec to m izad as . C ada una de las curvas
corresponde a la concentraciôn indicada de octanoato en el medio 
de perfusiôn. Puede apreciarse que, tanto en ratas contrôles como 
adrenalectom izadas, con concentraciones de octanoato hasta 0,1
mM, se produce una caida inicial en el cociente lactato/piruvato en 
funciôn de la concentraciôn de lactato en el medio de perfusiôn, sin 
que existan diferencias significativas en estos incrementos cuando 
la concentraciôn de octanoato en el medio de perfusiôn no supera 
el valor de 0,1 mM. En presencia de una concentraciôn de
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FIG U R A  20
EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE LA TASA DE PRODUCCION 
DE PIRUVATO A PARTIR DE LACTATO EN AUSENCIA Y EN 



















H igados aislados de ratas contrôles y adrenalectom izadas, 
sometidas a un perîodo de ayuno de 48 horas, fueron perfundidos 
segûn se describe en M étodos. La concentraciôn de lactato se 
incrementô de forma lineal a una velocidad de 0,15 mM/min. y se 
tomaron alicuotas del efluente hepâtico a intervalos de 2 minutos. 
Cada valor es la media de, al menos 3 experimentos.
1 0 6
FIG U RA  21
EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE LA TASA DE PRODUCCION 
DE PIRUVATO A PARTIR DE LACTATO EN FUNCION DE LA 
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Las condiciones expérim entales son idénticas a las descritas 
en la figura 11. En esta figura se han representado los valores de 
producciôn de piruvato a partir de una concentraciôn de lactato de 
7mM. en el medio de perfusiôn. Cada valor es la media de 3-4 
experimentos ±  el error estândar de la media.
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FIG U RA  22
EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE CONCENTRACIONES 
CRECIENTES DE OCTANOATO SOBRE LAS VARIACIONES DEL 
COCIENTE LACTATO/PIRUVATO EN EL EFLUENTE HEPATICO EN 
FUNCION DE LA CONCENTRACION DE LACTATO EN EL MEDIO DE 
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Higados de ratas contrôles y adrenalectom izadas, sometidas a 
un période de ayuno de 48 horas, fueron perfundidos, segûn se 
describe en Métodos. Después de alcanzar una tasa estacionaria de 
respiraciôn en ausencia (-•-) o en presencia de octanoato: 25jnM 
(-0 -), 100]uM (-b-) ô 5 0 0 p M (-a -) , se incrementô la concentraciôn de 
lactato de form a lineal a una velocidad de 0,15 mM/min. y se 
tomaron alicuotas del efluente a intervalos de dos minutos. Cada 
valor es la media de, al menos, 3 experimentos.
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octanoato de 0,5 mM, se produce un aumento en el estado de 
reducciôn del sistema NAD citosoiico incluso a las concentraciones 
mas bajas de lactato.
En la figura 23 se ha representado de forma comparativa los 
increm entos en el estado redox citoso iico , en funciôn de la  
concentraciôn  de octanoato , en higados de ratas contrôles y 
adrenalectom izadas para una concentraciôn de lactato de 7 mM. 
Puede apreciarse que el increm ento lineal que se produce en el 
cociente lactato/piruvato con concentraciones superiores a 0,1 mM 
octanoato , es m ayor en las ratas adrenalectom izadas. Estos 
resultados indican que la ausencia de glucocorticoides tiene como 
consecuencia un aum ento en el estado de reducciôn del sistem a 
NAD^ citosôlico.
3 .2 . -  INFLUENCIA DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE EL EFECTO DE 
CONCENTRACIONES CRECIENTES DE OCTANOATO SOBRE 
GLUCONEOGENESIS A PARTIR DE CONCENTRACIONES 
ESTACIONARIAS DE LACTATO.
En la figura 24, se muestra el registre de consume de oxigeno 
y las tasas de producciôn de glucosa y de cuerpos cetônicos en 
higados perfundidos de ratas contrôles, con objeto de relacionar los 
increm en tos ob se rv ad o s en re sp irac iô n  con las dem andas 
energéticas de los principales procesos biosintéticos de un animal 
en ayuno. En estos experimentos, la concentraciôn de octanoato se 
increm entô  de form a esca lonada  desde 25pM  hasta  500pM  
después de que se hubiera alcanzado una tasa estacionaria de
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FIG U R A  23
EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE LAS VARIACIONES DEL 
COCIENTE LACTATO/PIRUVATO PRODUCIDAS POR OCTANOATO EN 
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Higados de ratas contrôles y adrenalectom izadas, sometidas a 
un periodo de ayuno de 48 horas, fueron perfundidos segûn se
describe en la figura 11. En esta figura, se han representado los
valores de la relaciôn  lac ta to /p iruvato  correspondientes a una
concentraciôn de lactato 7mM. en el medio de perfusiôn. Cada 
valor es la media de 3-4 experim entos + el error estândar de la
m edia .
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FIG U R A  24
EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE CONCENTRACIONES 
CRECIENTES DE OCTANOATO SOBRE LAS TASAS DE RESPIRACION, 
GLUCONEOGENESIS Y CETOGENESIS EN HIGADOS DE RATAS 
CONTROLES PERFUNDIDOS EN PRESENCIA DE LACTATO.
L A C T A T O  ( I m M )
O C T A N O A T O  (^iM)
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Higados de ratas contrôles, sometidas a un periodo de ayuno 
de 48 h., fueron perfundidos segûn se describe en M étodos. 
Después de que se alcanzara una tasa estacionaria de consumo de 
oxigeno en p resenc ia  de lacta to  Im M  , la concentraciôn de 
octanoato se increm entô de forma escalonada. Cada 5 minutos se 
tomaron alicuotas del efluente hepâtico para la determ inaciôn de 
los d istin tos m etabolitos. Los resultados son la media de dos 
ex p erim e n to s .
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respiraciôn con una concentraciôn de lactato de ImM, Puede 
observarse cômo inm ediatam ente después de la adm inistraciôn de 
lactato  se produce un increm ento progresivo del consum o de 
oxigeno hasta  a lcanzar una tasa  estac ionaria  de resp iraciôn  
ap rox im adam en te  a los 20 m inutos de su adm in istrac iôn . 
Paralelam ente aumenta la tasa de gluconeogénesis y disminuye la 
producciôn de cuerpos cetônicos en un 60%. La administraciôn de 
concen traciones c rec ien tes de octanoato  produce increm entos 
paralelos en las tasas de respiraciôn y cetogénesis que son funciôn 
de la concentraciôn de octanoato en el medio de perfusiôn. A pesar 
de los increm entos de resp iraciôn  que se producen tras la 
adm inistraciôn de cantidades crecientes de octanoato, la tasa de 
gluconeogénesis sôlo aumenta discretam ente con 25|liM  octanoato y 
dism inuye significativam ente en presencia de una concentraciôn 
de octanoato de SOOjuM.
Asumiendo un gasto de 6 moles de ATP por mol de glucosa 
sin tetizado y un cociente P /0  = 3, podem os com probar con 
nuestros resultados, que el increm ento en el consumo de oxigeno 
que produce la adm inistraciôn de una concentraciôn estacionaria 
de la c ta to  Im M , a p ro x im a d a m e n te  500  juâtom os de 
oxigeno/lOOgPCxh, excede la demanda de energia impuesta por el 
aumento en la tasa de producciôn de glucosa. En efecto, la tasa 
observada de producciôn de glucosa a partir de lactato, 188 
pmoles/lOOgPCxh requeriria la utilizaciôn de 1128 umoles de ATP 
es d ec ir  376 p â tom os de o x ig en o , lo cual rep ré sen ta
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aproximadamente el 75% del incremento en la tasa de consumo de 
oxigeno inducido por la presencia de lactato
En la tabla VI se ban recogido los resultados obtenidos sobre 
les incrementos producidos en la tasa de consum e de oxigeno tras 
la adm inistracion de lactato ImM  y concentraciones crecientes de 
octanoato, y la estim acion del gasto de energia que se requiere 
para la sintesis de glucosa y de cuerpos cetonicos en las distintas 
condiciones. Puede observarse que existe un ajuste precise entre 
los increm entos de resp irac iôn  y las dem andas energéticas 
im puestas por los procesos de gluconeogénesis y cetogénesis. 
Résulta évidente de estes resultados que la energia obtenida de la 
oxidaciôn de octanoato no se invierte en increm entar el flujo 
gluconeogénico, en estas condiciones, sine fundam entalm ente en 
incrementar la tasa de formaciôn de cuerpos cetonicos.
Para la estim acion  de la u tilizaciôn  de équivalentes de 
oxigeno para la sintesis de cuerpos cetonicos, hemos asumido que 
la adm in istrac ion  de lacta to  e jerce  su efecto  an tice togén ico  
fundam entalm ente sobre la tasa de cetogénesis endôgena. Esta 
idea se apoya en los resultados que se muestran en la figura 25 
donde se ha rep resen tado  la tasa de producciôn de cuerpos 
cetonicos en funciôn de la concentraciôn de octanoato en el medio 
de perfusion en ausencia y en presencia de una concentraciôn de 
lactato de ImM. Puede observarse que el proceso de cetogénesis a 
partir de octanoato signe una cinética de saturaciôn tipica. El 
patron de cetogénesis es sim ilar en ausencia y en presencia del
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TA BLA  VI
RELACION ENTRE CONSUMO DE OXIGENO Y GASTO 
ENERGETICO EN HIGADOS DE RATAS CONTROLES.
UTILIZACION DE EQUIVALENTES 
DE OXIGENO PARA LA SINTESIS DE:





LACTATO (ImM) 511 3 7 6 —
+ OCTANOATO 
(25mM)
6 4 2 4 1 8 120
+ OCTANOATO 
(lOOpM)
773 3 7 4 381
+ OCTANOATO 
(500pM)
9 1 6 192 778
Los datos del consum o de oxigeno, sintesis de glucosa y 
producciôn de cuerpos cetônicos han sido tomados de la figura 24. 
Para la estimaciôn del gasto energético, se ha asumido un valor para 
la relaciôn fosfato/oxigeno de 3, y un gasto de 2 y 3 équivalentes de 
oxigeno para la s in tesis  de p -h id rox ibu tira to  y ace toace ta to  
respectivam ente. Los resultados m ostrados son la media de dos 
e x p e rim en to s .
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FIG U R A  25
EFECTO DE LA PRESENCIA DE LACTATO EN EL MEDIO DE PERFUSION 
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Higados de ratas contrôles, sometidas a un periodo de ayuno 
de 48 horas, fueron perfundidos en ausencia y en presencia de una 
concentraciôn de lactato de ImM. Después de que se alcanzara una 
tasa estacionaria de respiraciôn, la concentraciôn de octanoato se 
increm entô  de form a esca lonada . Los resu ltados m ostrados 
corresponden a valores estacionarios de producciôn de cuerpos 
ce tôn icos a lcan zad o s después de la adm in istrac iôn  de las 
concentraciones indicadas de octanoato y son la media de dos 
ex p erim en to s .
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p recu rso r g luconeogén ico , la tasa de form aciôn  de cuerpos 
cetônicos a partir de octanoato disminuye, en presencia de lactato, 
en una cantidad constante e idéntica a la que induce la presencia 
de lactato en ausencia del âcido graso.
En la figura 26 aparecen representadas las tasas de consumo 
de oxigeno y de producciôn de glucosa y cuerpos cetônicos en 
higados de ratas adrenalectom izadas, perfundidos con lactato ImM 
y concentraciones crecientes de octanoato. El patrôn de respuesta 
es muy sim ilar al observado en higados de ratas sometidas a una 
operaciôn  sim ulada (Fig. 24). En ausencia de octanoato , el 
increm ento de consum o de oxigeno tras la adm inistraciôn del 
lactato ImM es aproxim adam ente un 30% menor que en las ratas 
contrôles y en igual porcentaje dism inuye la tasa de sintesis de 
g lucosa a p a rtir  de lactato . Esta inh ib ic iôn  de la tasa de 
g luconeogénesis con trasta  con la ausencia de cam bios en la 
ve locidad  de p roducciôn  de g lucosa, en h igados de ratas 
adrenalectom izadas, cuando se increm entô la concentraciôn de 
lac ta to , de form a p rog resiva  hasta  valores de 7mM. E sta 
variabilidad pudiera ser debida al hecho de que la obtenciôn de 
una tasa estacionaria de producciôn de glucosa a partir de una 
determ inada concentraciôn de substrato es funciôn del tiempo.
Los e fec to s de la ad m in is trac iô n  de co n cen trac io n es 
crecien tes de octanoato , en p resenc ia  de una concentraciôn  
estacionaria de lactato ImM en el medio de perfusiôn, sobre las
1 1 6
FIG U RA  26
EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE CONCENTRACIONES 
CRECIENTES DE OCTANOATO SOBRE LAS TASAS DE RESPIRACION, 
GLUCONEOGENESIS Y CETOGENESIS EN HIGADOS DE RATAS 
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Higados de ratas adrenalectom izadas, sometidas a un periodo 
de ayuno de 48 h., fueron perfundidos segûn se describe en 
M étodos. Después de que se alcanzara una tasa estacionaria de 
consumo de oxigeno en presencia de lactato ImM,, la concentraciôn 
de octanoato se incrementô de forma escalonada. Cada 5 minutes 
se tomaron alicuotas del efluente hepâtico para la determ inaciôn 
de los distintos m etabolites. Los resultados son la media de dos 
ex p e rim en to s .
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ta sas  de re sp ira c iô n  y de g lu co n e o g én e s is  no d if ie ren  
signifîcativam ente de los observados en higados de ratas contrôles.
La tasa  de cetogénesis endôgena en higados de ratas 
adrenalectom izadas, como ya habiam os com entado (Fig. 9) esta 
dism inuida respecte a los contrôles, sin embargo, tante el efecto 
anticetogénico de lactato como la tasa de producciôn de cuerpos 
cetônicos a p artir de octanoato  no se ven alterados por la 
adrenalectomia ( Fig. 27 ).
La tabla VII muestra la relaciôn existente entre consumo de 
oxigeno y gasto energético en higados de ratas adrenalectomizadas. 
De nuevo puede ob se rv arse  un a ju ste  p rec iso  en tre  los 
incrementos de respiraciôn observados y las demandas energéticas 
impuestas por los procesos de sintesis.
En la tabla VIII se han recogido, de forma comparativa, los 
datos ob ten idos sobre  el e fec to  de la ad m in is trac iô n  de 
concentraciones crecien tes de octanoato , en presencia de una 
concentraciôn  estac ionaria  de lac ta to  ImM  en el m edio de 
perfusiôn, sobre la activ idad  m etabôlica en higados de ratas 
c o n trô le s  y a d re n a le c to m iz a d a s . En e s ta s  c o n d ic io n e s  
expérim en ta les , tan to  en h igados de ratas con trô les com o 
adrenalectom izadas, la tasa de producciôn de glucosa y la de 
piruvato dan cuenta del total de la utilizaciôn de lactato en 
contraste con los resultados obtenidos cuando se increm entaba 
gradualmente la concentraciôn de lactato en el medio de perfusiôn 
en ausencia y en presencia de concentraciones estacionarias de
118
FIG U R A  27
EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE LA TASA DE PRODUCCION 
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Higados de ratas contrôles y adrenalectom izadas, sometidas a 
un periodo de ayuno de 48 horas., fueron perfundidos segûn se ha 
descrito en las figuras 24 y 26 . Después de que se alcanzara una 
tasa estacionaria de respiraciôn en presencia de lactato ImM  , la 
concentraciôn de octanoato se increm entô de form a escalonada. 
Los resu ltados, m edia de dos experim entos, corresponden a 
va lo res e s tac io n a rio s  de p roducc iôn  de cuerpos ce tô n ico s 
alcanzados después de la adm inistraciôn  de lactato  y de las 
concentraciones indicadas de octanoato.
1 1 9
TA BLA  VII
RELA CIO N  EN TRE CONSUMO DE OXIGENO Y GASTO 
EN ERG ETICO  EN HIGADOS DE RATAS ADRENALECTOM IZADAS
UTIUZACION DE EQUIVALENTES 
DE OXIGENO PARA LA SINTESIS DE:















Los datos del consum o de oxigeno, sintesis de glucosa y 
producciôn de cuerpos cetônicos han sido tomados de la figura 26. 
Para la estim aciôn del gasto energético, se ha asumido un valor para 
la relaciôn fosfato/oxigeno de 3, y un gasto de 2 y 3 équivalentes de 
ox igeno  para  la  s in tesis  de P -h id rox ibu tira to  y ace toace ta to  
respectivam ente. Los resultados m ostrados son la media de dos 
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octanoato. Las diferencias mas notorias entre los dos grupos de 
ratas son, fundam entalm ente, una menor tasa de gluconeogénesis 
a partir de Im M  lactato  y un m ayor estado de reducciôn del 
sistem a NA D^ citosô lico  y m itocondrial en higados de ratas 
ad re n a le c to m iz ad a s .
3 , 3 . -  EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE EL FLUJO A
TRAVES DEL CICLO DE LOS ACIDOS TRICARBOXILICOS.
El p rincipal objetivo  de los experim entos que vamos a 
com entar fue estudiar la influencia de la adrenalectom ia sobre el 
flujo a través del ciclo de los âcidos tricarboxilicos. Resultados 
previos de nuestro  laboratorio  sugerian que la energia que se 
invierte en increm entar la tasa de gluconeogénesis dériva de un 
increm ento  en el flu jo  a través del c ic lo  de los âcidos 
tricarboxilicos (Gonzâlez-M anchôn y col., 1989). Por esta razôn, 
creim os de in terés explorar si la ausencia de estim ulaciôn de 
gluconeogénesis, en respuesta a la adm inistraciôn de octanoato, en 
higados de ratas adrenalectom izadas, pudiera estar causada por 
una perturbaciôn en el flujo a través del ciclo  de los âcidos 
tricarboxilicos, inducida por la carencia de esteroides adrenales. El 
flujo a través del ciclo de los âcidos tricarboxilicos se puede 
estimar a partir de las medidas del consumo de oxigeno, corregidas 
por la producciôn, no mitocondrial de NADH y FADH2 , asi como por 
la producciôn de cuerpos cetônicos, si se asume la simplificaciôn de 
que la respiraciôn basai, es decir, en ausencia de substratos, se
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debe a la oxidaciôn de âcidos grasos endôgenos de 16 âtomos de 
carbono (Williamson y col., 1969; Corkey y col., 1982).
En las tablas IX y X aparece recogida la actividad metabôlica 
de h ig a d o s  de ra ta s  c o n trô le s  y a d re n a le c to m iz a d a s  
respectivam ente, perfundidos con lactato  5mM en ausencia y en 
p resenc ia  de una concentraciôn  de octanoato  de 0 ,lm M . La 
com paraciôn entre las dos tablas révéla, una vez mâs, que la 
presencia de octanoato no es capaz de aum entar la velocidad de 
producciôn de glucosa a partir de lactato  en higados de ratas 
adrenalectom izadas, en contraste  con un 50% de estim ulaciôn, 
inducida por octanoato, del flujo gluconeogénico en higados de 
ratas contrôles, perfundidos en idénticas condiciones. En ausencia 
de su b s tra to s , el estado  de red u cc iô n  del sistem a NA D^ 
m ito c o n d r ia l ,  e x p re sa d o  p o r el c o c ie n te  p h id ro x i-  
bu tira to /acetoacetato , se encuentra mâs oxidado en higados de 
ratas adrenalectom izadas (tab la  X). En estas condiciones, se 
observa de nuevo, una dism inuciôn en la tasa de cetogénesis 
endôgena. Cuando los higados son perfundidos en presencia de 
lactato y/o octanoato, se produce un aumento tanto en el estado de 
reducciôn del sistema NAD+ citosôlico como mitocondrial, de mayor 
cuantia en higados de ratas adrenoprivas. Tras la adm inistraciôn 
conjunta de lactato y octanoato se observa un ligero aumento en la 
tasa de ce togénesis en h igados de ratas adrenalectom izadas 
respecto a los contrôles (tablas IX y X) pero la diferencia no fue 
estad isticam ente  sign ificativa.
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TABLA IX
RESPUESTA M ETABOLICA A LACTATO Y OCTANOATO DE 











DE OXIGENO 1031+51 1413+18 1301+71 1672+128
(jjmol/lOOgPCxh)
PRODUCCION 
DE GLUCOSA 137+12 205+20
PRODUCCION 
DE PIRUVATO 158 + 2 160+13
UTILIZACION 
DE LACTATO 680+70 757+42
PRODUCCION DE 
P-OH-BUTIRATO 20±2 13+1 91±8 61+9
PRODUCCION DE 




[ACETOACETATO] 0,17+0,02 0,63+0,2 0,68±0,03 1,04+0,1
Higados de ratas contrôles fueron perfundidos con Krebs-Ringer 
hasta que se alcanzo una tasa basai estacionaria de respiraciôn, después de
la cual se administraron los substratos a las concentraciones indicadas. En 
los experimentos de administracion conjunta de octanoato y lactato este
ultimo substrato se anadio después de perfundir el tejido durante 25 min. 
con octanoato. Las tasa metabôlicas fueron calculadas a los 20-30 min. 
después de la administracion de los substratos. Los resultados son la media de
4 experimentos ±_ el error estândar.
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TABLA X
RESPUESTA M ETABOLICA A LACTATO Y OCTANOATO DE 











DE OXIGENO 925+22 1343+28 1305+52 1651+85
(pmol/lOOgPCxh)
PRODUCCION 
DE GLUCOSA 98+8 95+16
PRODUCCION 
DE PIRUVATO 179 + 6 141+7
UTILIZACION 
DE LACTATO 6 16±76 672+34
PRODUCCION DE 
P-OH-BUTIRATO 8±0,8 8+2 96+8 81+6
PRODUCCION DE 
ACETOACETATO 99+11 9±0,3 138+3 78+5
1 LACTATO! 
[PIRUVATO] 23 + 1 30+2
16-OH-BUTIRATOl
[ACETOACETATO] 0,1+0,001 0,73+0,1 0,75+0,02 1,13+0,03
Higados de ratas adrenalectomiazadas fueron perfundidos con Krebs- 
Ringer hasta que se alcanzo una tasa basai estacionaria de respiraciôn, 
después de la cual se administraron los substratos a las concentraciones 
indicadas. En los experimentos de administraciôn conjunta de octanoato y 
lactato este ultimo substrato se anadio después de perfundir el tejido durante 
25 min. con octanoato.Las tasas metabôlicas fueron calculadas a los 20-30  
min. después de la administraciôn de los substratos. Los resultados son la 
media de 4 experimentos ±  el error estândar.
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La estim aciôn del flujo a través del ciclo de los âcidos 
tricarboxilicos en higados de ratas contrôles y adrenalectom izadas 
aparece recogida en las tablas XI y XII respectivam ente. Puede 
observarse, en prim er lugar, que la adrenalectom ia no produce 
alteraciôn alguna en el flujo a través del ciclo de los âcidos 
tric a rb o x ilico s . T an to  en h igados de ratas con trô les com o 
adrenalectom izadas, la adm inistraciôn de lactato increm enta el 
flujo a través del ciclo (50% y 35% respectivamente), mientras que 
la adm inistraciôn  de octanoato  produce una estim ulaciôn  de, 
aproximadamente el 20%, en el flujo a través del ciclo de Krebs. La 
d iferencia  mâs s ign ifica tiva  entre ambos grupos de ratas se 
encuentra en el hecho de que mientras en los higados de ratas 
contrôles, la adm inistraciôn conjunta de octanoato y lactato tiene 
efectos aditivos estimulando el flujo a través del ciclo de los âcidos 
tricarboxilicos, en higados de ratas adrenalectom izadas, tiene lugar 
una inhibiciôn, de aproxim adam ente, el 13%, en el flujo a través 
del ciclo. La inhibiciôn del flujo a través del ciclo de los âcidos 
tricarboxilicos, en estas condiciones, no résulta, sin embargo, en 
una disminuciôn de la producciôn de energia, ya que la oxidaciôn 
de lactato y octanoato genera una considerable cantidad de ATP a 
través de la producciôn de équivalentes de reducciôn tanto en el 
com partim ente citosôlico como mitocondrial.
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TABLA XI
EFECTO DE OCTANOATO SOBRE EL FLUJO A TRAVES DEL 
CICLO  DE LOS ACIDOS TRICARBOX ILICO S EN HIGADOS 
PERFUNDIDOS DE RATAS CONTROLES.
LACTATO OCTANOATO OCTANOATO
ADICIONES +
(5mM) (0 ,lm M ) LACTATO
(patom/lOOgPCxh)
CONSUMO DE OXIGENO 1031 1413 1301 1 6 7 1
CONSUMO MITOCONDRIAL* 897 1279 1167 1 5 3 8
EQUIVALENTES DE OXIGENO PARA;
- SINTESIS DE P-OH-BUTIRATO 50 33 192 129
- SINTESIS DE ACETOACETATO 417 3 9 459 198
- TOTAL CUERPOS CETONICOS 467 7 2 651 327
- LACTATO— >PIRUVATO 158 160
- LACTATO— >ACETILCoA 496 374
- OXIDACION DE LACTATO
EN EL CICLO DE ATC 274 410
- ACIDOS G R A SO S->C 02 430 279 516 267
- ACIDOS GRASOS->ACETILCoA 129 84 155 80
- OXIDACION DE AG EN EL CICLO
DE LOS ATC 301 195 361 187
RESPIRACION INDEPENDIENTE
DEL CICLO 596 810 806 941
RESPIRACION DEPENDANTE
DEL CICLO 301 469 361 597
(pmol/lOOgPCxh)
FLUJO A TRAVES DEL CICLO
DE ATC 75 117 90 149
% DEL CONTROL 100 156 120 199
(* Aproximadamente el 13% de la respiraciôn basai no es sensible a
cianuro).
La estim aciôn del flujo a través del ciclo de los âcidos 
tricarboxilicos se realizô a partir de los datos recogidos en la Tabla 
IX, segûn W illiamson y col., 1969.
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TA BLA XII
EFECTO DE OCTANOATO SOBRE EL FLUJO A TRAVES DEL 
CICLO  DE LOS ACIDOS TRICARBOX ILICO S EN HIGADOS 
PERFUNDIDOS DE RATAS ADRENALECTOM IZADAS.
LACTATO OCTANOATO OCTANOATO
ADICIONES +
(5mM) (0 ,lm M ) LACTATO
(patom/lOOgPCxh)
CONSUMO DE OXIGENO 925 1343 1305 165  1
CONSUMO MITOCONDRIAL* 805 1223 1184 1 5 3 0
EQUIVALENTES DE OXIGENO PARA:
- SINTESIS DE p-OH-BUTIRATO 20 20 196 166
- SINTESIS DE ACETOACETATO 346 3 2 463 238
- TOTAL CUERPOS CETONICOS 366 5 2 659 404
- LACTATO— > PIRUVATO 179 141
- LACTATO— >ACETILCoA 482 682
- OXIDACION DE LACTATO
EN EL CICLO DE ATC 196 190
- ACIDOS G R A SO S->C 02 439 314 525 113
- ACIDOS GRASOS->ACETILCoA 132 94 157 34
- OXIDACION DE AG EN EL CICLO
DE LOS ATC 307 220 368 79
RESPIRACION INDEPENDIENTE
DEL CICLO 498 807 816 1261
RESPIRACION DEPENDIENTE
DEL CICLO 307 416 368 269
(pmol/lOOgPCxh)
FLUJO A TRAVES DEL CICLO
DE ATC 77 104 92 67
% DEL CONTROL 100 135 119 87
(* Aproximadamente el 13% de la respiraciôn basai no es sensible a
c i anur o ) .
La estim aciôn del flujo a través del ciclo de los âcidos 
tricarboxilicos se realizô a partir de los datos recogidos en la Tabla 
X, segûn Williamson y col., 1969.
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4 .  - IN FLU EN CIA  DE LA ADRENALECTOM IA SOBRE
LA REG U LA CIO N  DEL M ETABOLISM O H EPA TIC O  DE 
PIRU VATO PO R ACIDOS GRASOS.
Las figuras 28 y 29 muestran las tasas de respiraciôn y de 
producciôn de glucosa en ausencia y en presencia de octanoato, en 
h igados perfund idos de ratas contrô les y adrenalectom izadas 
re sp e c tiv a m e n te . E stos ex p erim en to s se llev aro n  a cabo 
increm entando la concentraciôn de substrato de forma lineal. En 
estas g râ fic as  tam bién  aparecen  rep resen tadas las tasas de 
utilizaciôn de piruvat(î y de producciôn de lactato y el estado de 
reducciôn del sistema NAD^ citosôlico expresado por el cociente 
lactato/piruvato . Se aprecia que, tanto en higados perfundidos de 
ratas contrôles como adrenalectom izadas, la producciôn de glucosa 
a partir de piruvato es un proceso que se satura a concentraciones 
de substra to  de aproxim adam ente 0,3 mM, y no se aprecian 
cambios significativos en la velocidad de producciôn de glucosa a 
p a rtir  de p iruva to  en higados de ratas ad renalec tom izadas 
respecto a los contrôles. Cuando estos experim entos se realizan 
equilibrando previam ente la preparaciôn con octanoato, como se 
aprecia en la parte derecha de las figuras 28 y 29, la adiciôn de 
concen traciones crecientes de piruvato, da lugar a un m ayor
increm ento en las tasas de producciôn de glucosa y de utilizaciôn
de su b s tra to , tan to  en h igados de ra tas con trô les com o
adrenalectom izadas. Paralelam ente, se observa un increm ento en 
el consum o de oxigeno, probablem ente para dar cuenta de la
m ayor dem anda de energia para la sin tesis de glucosa. La 
com paraciôn de los trazados de consumo de oxigeno, en ausencia y
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FIG U RA  28
EFECTO DE OCTANOATO SOBRE LOS INCREMENTOS DE RESPIRACION 
Y TASAS METABOUCAS INDUCIDOS POR CONCENTRACIONES 
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H igados a islados de ratas contrôles, som etidas a ayuno 
durante 48 h., fueron perfundidos segûn se describe en M étodos, 
Aicanzada una tasa basai estacionaria de respiraciôn, el substrato 
y/o el âcido graso fueron anadidos a las concentraciones indicadas. 
La concentraciôn  de p iruvato  se increm entô de form a lineal 
m ediante un form ador de gradientes, a una velocidad de 0,03 
M moles/ml x min. y fueron tomadas alicuotas del efluente hepâtico 
a intervalos de dos minutos. Los datos representados son valores 
promedio de, al menos, 3 experimentos.
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FIG U RA  29
EFECTO DE OCTANOATO SOBRE LOS INCREMENTOS DE RESPIRACION 
Y TASAS METABOUCAS INDUCIDOS POR CONCENTRACIONES 
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H igados aislados de ratas adrenalectom izadas, som etidas a 
ayuno durante 48 h., fueron perfundidos segûn se describe en 
M étodos. A icanzada una tasa basai estacionaria de respiraciôn, el 
substrato y/o el âcido graso fueron anadidos a las concentraciones 
indicadas. La concentraciôn de piruvato se increm entô de forma 
lineal m ediante un form ador de gradientes, a una velocidad de 
0,03 pm oles/m l x min. y fueron tomadas alicuotas del efluente 
hepâtico a intervalos de dos minutos. Los datos representados son 
valores prom edio de, al menos, 3 experimentos.
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en presencia de octanoato, indica que el incremento de respiraciôn 
en resp u esta  a la adm inistraciôn  de cantidades crecientes de 
piruvato es m ayor en presencia de octanoato tanto en higados de 
ratas contrôles como adrenalectom izadas.
La figura  30 recoge de form a com parativa la  tasa de 
producciôn de glucosa a partir de piruvato , en ausencia y en 
p resen c ia  de o c tan o a to , en h igados de ra tas con trô les y 
adrenoprivas. Puede observarse que la adrenalectom ia no produce 
efectos apreciables en la cinética de producciôn de glucosa a partir 
de piruvato. Por otra parte, la adrenalectom ia no impide el efecto 
de octanoato increm entando el flujo gluconeogénico a partir de 
piruvato, si bien la estimulaciôn es menor, a diferencia de lo que 
ocurre cuando se utiliza un precursor gluconeogénico mâs reducido 
como es lactato. La estim ulaciôn de gluconeogénesis, a partir de 
p iru v a to , p o r o c ta n o a to , tie n e  lu g a r p re fe re n te m e n te  a 
concentraciones de substrato por encima de 0,3 mM.
La tasa de utilizaciôn de piruvato, en ausencia y en presencia 
de oc tan o a to , en h igados perfundidos de ratas contrô les y 
ad renalectom izadas aparece represen tada en la figura 30. En 
ausencia de octanoato, no se observan cam bios en la tasa de 
utilizaciôn de piruvato en los dos grupos de ratas. En presencia de 
octanoato, la tasa de utilizaciôn de piruvato es menor en higados 
de ratas adrenalectom izadas, lo que estâ de acuerdo con una 
menor tasa de producciôn de glucosa en estas condiciones.
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FIG U R A  30
EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA (o) SOBRE LAS TASAS 
METABOUCAS INDUCIDAS POR CONCENTRACIONES CRECIENTES DE 
PIRUVATO EN PRESENCIA O AUSENCIA DE OCTANOATO EN HIGADO
AISLADO Y PERFUNDIDO.
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H igados a islados de ratas control y adrenalectom izadas, 
som etidas a un periodo  de ayuno duran te  48 h., fueron
perfundidos segûn se describe  en M étodos. Las condiciones 
expérimentales son idénticas a las descritas en las figuras 28 y 29. 
Cada 2 minutos se tomaron alicuotas del efluente hepâtico para la 
determ inaciôn de los m etabolitos. Los resultados son valores 
promedio de al menos 3 experimentos.
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En la figura 30 aparece representada la tasa de producciôn 
de lactato, en funciôn de la concentraciôn de piruvato en el medio 
de perfusiôn, en ausencia y en presencia de octanoato, en higados 
de ratas contrôles y adrenalectom izadas. De nuevo, se aprecia
cômo la tasa de producciôn de lactato no se ve afectada por la 
adrenalectom ia, si bien dism inuye ligeram ente cuando los higados 
de ratas adrenalectom izadas son perfundidos en presencia de 
octanoato .
La figura 30 m uestra el estado de reducciôn del sistema
NA D^ c ito sô lico , expresado  por los va lo res del cocien te
lactato /p iruvato . Puede observarse que la adrenalectom ia, tanto 
en ausencia como en presencia de octanoato produce un aumento 
en los valores del cociente lactato/piruvato en todo el rango de 
concentraciones de substrato . Estos resu ltados indican que la
ausencia de glucocorticoides conlleva un aumento en el estado de 
reducciôn del sistema NAD^ citosôlico, independientem ente de que 
se utilice como precursor gluconeogénico un substrato mâs oxidado 
o mâs reducido que la glucosa, como son el piruvato y el lactato, 
re sp e c tiv a m e n te .
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5 . -  INFLUENCIA DEL ESTADO REDOX DEL SISTEM A 
NAD+ C ITO SO LIC O  EN LA RESPUESTA
G LU CO N EO G EN ICA  A ACIDOS GRASOS EN HIGADOS 
DE RATAS CONTROLES Y ADRENALECTOM IZADAS.
Los resultados presentados hasta el momento m uestran que 
la consecuenc ia  m âs im portan te  de la ex tirpac iôn  de las 
suprarrenales es la incapacidad del tejido hepâtico para responder 
a la estim ulaciôn de gluconeogénesis por âcidos grasos cuando se 
utiliza como precursor gluconeogénico un substrato mâs reducido 
que la glucosa como es el lactato. Por el contrario, cuando se utiliza 
un precursor mâs oxidado, como piruvato, la adm inistraciôn de 
octanoato  si p roduce su carac teristico  efecto  aum entando la 
velocidad mâxima de la ruta gluconeogénica, si bien el porcentaje 
de estim ulaciôn es menor en higados de ratas adrenalectomizadas.
La incapacidad de octanoato para estim ular el proceso de
gluconeogénesis a partir de lactato no parece estar relacionada con 
variaciones en la tasa de oxidaciôn del âcido graso, ya que se pudo 
com probar que la tasa de oxidaciôn de octanoato no difiere 
s ig n i f ic a t iv a m e n te  en h ig a d o s  de ra ta s  c o n trô le s  y
adrenalectom izadas, tan to  en ausencia de subtra tos como en
presencia de lactato o piruvato.
En todos los experim entos llevados a cabo en higados de
ratas adrenalectom izadas, perfundidos tanto con lactato como con 
piruvato, se observô sistem âticam ente un aumento en el estado de 
reducciôn del sistem a NAD^ citosôlico, expresado por los cambios 
en la relaciôn lactato/piruvato (Figs. 22 y 29).
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Frecuentem ente, se ha atribuido a los cambios en el estado 
redox del sistem a NAD**" citosôlico, la causa de la alteraciôn de 
num erosas funciones celulares (W illiam son y col., 1969, 1980;
Parrilla y col., 1976; M artln-Requero y col., 1979; Sugano y col.,
1980)). A sim ism o , a lgunos au to res  han sugerido  que la 
estim u lac iô n  de g luco n eo g én esis  h ep â tica  po r de te rm inadas 
horm onas depende del estado de reducciôn del sistem a NAD^ 
citosôlico (Sistare y Haynes, 1985 a; Soler y col., 1991). Por esta 
razôn, el objetivo de los experimentos siguientes fue investigar el 
papel del estado de reducciôn del sistema NAD^ citosôlico sobre el 
flujo gluconeogénico en higados perfundidos de ratas contrôles y 
adrenalectom izadas y la posible dependencia de la estim ulaciôn de 
gluconeogénesis por âcidos grasos de este parâmetro.
Para ello, hemos estudiado el efecto de octanoato sobre la
tasa  de g lu co n eo g én esis  en h igados de ratas con trô les y 
adrenalectom izadas en dos situaciones expérim entales distintas: 1) 
en p rim er lugar se ha m odificado, dentro de unos am plios 
m ârgenes, el valor del cociente lactato/piruvato; 2 ) en segundo
lugar, se ha estudiado el efecto de octanoato sobre el proceso de 
gluconeogénesis en situaciones en las que se mantenia constante el
valor del cociente lactato/piruvato en torno a un valor de 1 0 , que
es el que prevalece en condiciones fisiolôgicas (W illiamson y col., 
1967; Bûcher y col., 1972).
La figura 31 muestra el efecto de octanoato sobre la tasa de
g lu c o n e o g é n e s is  en h ig a d o s  de ra ta s  c o n trô le s  y
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FIG U R A  31
EFECTO DE OCTANOATO SOBRE LA TASA DE GLUCONEOGENESIS A 
PARTIR DE DISTINTAS MEZCLAS DE LACTATO Y PIRUVATO EN 
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Higados aislados, de ratas contrôles y adrenalectom izadas, 
som etidos a un periodo de ayuno de 48 h., fueron perfundidos 
segûn se d escrib e  en M étodos. A icanzada una tasa  basai 
estacionaria de respiraciôn se anadieron los substratos lactato y 
piruvato. La concentraciôn utilizada de lactato fue 2mM en todos 
los casos, m ien tras que la concen trac iôn  de p iruvato  fue 
respectivam ente 0,1, 0,2, 0,5 y ImM  con objeto de obtener los 
valores de la relaciôn lactato/piruvato en el medio de perfusiôn 
indicados en la figura. La concentraciôn de octanoato fue de 
lOOpM. Cada 5 min. se tom aron alicuotas del efluente para la 
de term inaciôn  de g lucosa. Los datos son la m edia de 3 
o b serv ac io n es.
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adrenalectom izadas, perfundidos con concentraciones estacionarias 
de lactato y piruvato. La concentracion de lactato fue 2 mM en 
todos los expérim entes, m ientras que la concentracion de piruvato 
fue respectivamente 0,1, 0,2, 0,5 y 1 mM con objeto de estudiar las 
variaciones en el estado  redox c ito so lico  sobre la tasa de 
gluconeogénesis, asi como su influencia en la estim ulacion del 
proceso de gluconeogénesis por acidos grasos. En prim er lugar, 
puede observarse que la tasa de g luconeogénesis a partir de 
m ezclas de lac ta to  y p iruvato  se encuen tra  d ism inu ida  en 
aproxim adam ente un 40% en higados de ratas adrenalectom izadas 
respecto a los contrôles, excepto cuando se utilizan m ezclas de 
lactato y piruvato 2 :1  en cuyo caso, los valores de producciôn de 
glucosa fueron sim ilares en ambos grupos de ratas. Por otra parte, 
la figura 31 m uestra que la adiciôn de octanoato al medio de 
perfusion, una vez alcanzada una tasa estacionaria de producciôn 
de glucosa en respuesta a las distintas m ezclas de los substratos 
la c ta to  y p iru v a to , p ro d u jo  una e s tim u lac io n  del flu jo  
gluconeogénico en todos los casos, tanto en higados de ratas 
contrôles como adrenalectom izadas.
El efecto del aum ento del cociente lactato /p iruvato  en el 
medio de perfusion sobre la tasa de producciôn de glucosa en 
h igados perfund idos de ratas con trô les y adrenalectom izadas 
aparece recogido de forma com parativa en la figura 32. En los 
contrôles se observa un increm ento en la tasa de producciôn de 
glucosa de aproxim adam ente un 30% al aum entar el valor del 
cociente lactato/piruvato por encima de 2 , por el contrario, la tasa 
de gluconeogénesis a partir de mezclas de lactato y piruvato, en
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FIG U R A  32
EFECTO DEL AUMENTO DEL COCIENTE LACTATO/PIRUVATO EN EL 
MEDIO DE PERFUSION SOBRE LA TASA DE GLUCONEOGENESIS EN 
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Las condiciones expérim entales son idénticas a las descritas 
en la figura 31. La tasa de producciôn de glucosa se déterminé en 
el intervalo 20-30 min. después de la adm inistraciôn de lactato y 
p iru v a to .
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higados perfund idos de ratas ad renalec tom izadas, no se vio 
afectada por las variaciones del cociente lactato/piruvato.
La figura 33 recoge el efecto  del aum ento del cociente 
lac ta to /p iruvato  sobre la estim ulacion  de g luconeogénesis por 
octanoato. En los contrôles, la maxima estim ulacion, inducida por 
octanoato, sé  observa con la mezcla de substratos que proporciona 
un estado redox mas oxidado, por encima de un valor del cociente 
lac ta to /p iruvato  de 2 , el efecto  estim ulador de octanoato  se 
estabiliza en tom o a un 30%, y no parece depender de variaciones 
del estado redox citosolico, dentro de los mârgenes estudiados. En 
los higados de ratas adrenalectom izadas, la situaciôn parece ser la 
inversa, es decir, la estim ulacion de gluconeogénesis a partir de 
mezclas de lactato y piruvato, inducida por octanoato, no varia 
significativam ente al aum entar el estado redox citosolico desde 2  
hasta 1 0 , sin embargo, a partir de este valor, se observa una 
dism inuciôn im portante en el porcentaje de estim ulacion del flujo 
gluconeogénico, inducido por octanoato.
En la figura 34 se muestra el efecto de octanoato sobre las 
variaciones en el cociente lactato/piruvato, halladas en el efluente 
hepâtico, de higados de ratas contrô les y adrenalectom izadas, 
perfundidos con distintas m ezclas de lactato y piruvato. Puede 
observarse que la adiciôn de octanoato al m edio de perfusiôn 
produjo un aumento en el estado redox citosôlico, expresado por 
los cambios en la relaciôn lactato/piruvato, en todas las situaciones 
e s tu d ia d a s , tan to  en h ig ad o s de ra ta s  c o n trô le s  com o
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FIG U R A  33
EFECTO DEL AUMENTO DEL COCIENTE LACTATO/PIRUVATO SOBRE 
LA ESTIMULACION DE GLUCONEOGENESIS INDUCIDA POR 




















IL A C T A T 0 ]/(P IR U V A T 0 1
H igados aislados de ratas contrôles y adrenalectom izadas, 
som etidas a un periodo  de ayuno du ran te  48 h., fueron
p erfu n d id o s com o se d esc rib e  en M étodos. Los valo res 
representados han sido tomados de la figura 31, una vez alcanzada 
una tasa estacionaria de producciôn de glucosa tras la adiciôn de 
octanoato lOOpM.
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FIG U R A  34
EFECTO DEL AUMENTO DEL COCIENTE LACTATO/PIRUVATO EN EL 
MEDIO DE PERFUSION SOBRE LAS VARIACIONES EN LA RELACION 
LACTATO/PIRUVATO EN EL EFLUENTE HEPATICO PRODUCIDA POR 
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Las condiciones expérim entales se han descrito en la figura 
31. Los valores de la relaciôn lactato/piruvato se determ inaron en 
alicuotas del efluente hepâtico tomadas cada 5 minutos. Los datos 
rep re se n ta n  las  v a ria c io n es  del c o c ie n te  la c ta to /p iru v a to , 
inducidas por la adm inistraciôn de octanoato lOOpM, y se han 
expresado com o % de los valores obtenidos en ausencia de 
octanoato .
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adrenalectom izadas. Ahora bien, m ientras que en los contrôles el 
cambio en el cociente lactato/piruvato, en respuesta a octanoato, 
fue de la misma intensidad en todos los casos, en los higados de 
ra ta s  a d re n a le c to m iz a d a s , el c am b io  en el c o c ie n te  
lactato/piruvato, inducido por octanoato, aumento de form a lineal 
a m edida que se increm entaba el valor inicial de la relaciôn 
lactato/piruvato en el medio de perfusiôn del tejido hepâtico (Fig. 
34). El cambio de mayor intensidad en el estado redox citosôlico, 
inducido por octanoato, se produjo precisam ente en la situaciôn en 
la que la estim ulaciôn del flujo gluconeogénico fue menor. Estos 
resu ltados sugieren , por tanto, la ex istencia  de una relaciôn 
inversa entre el estado de reducciôn del sistema NAD^ citosôlico y 
la capacidad  de los âcidos grasos para estim u lar el flujo 
gluconeogénico en higados de ratas adrenalectom izadas. Ahora 
bien, en estos experim entos, las variaciones en el cociente 
lactato/piruvato se consiguieron m odificando la concentraciôn de 
piruvato en el medio de perfusiôn al tiem po que se mantuvo 
constante la concentraciôn de lactato. Por, tanto, estos resultados 
no nos perm iten determ inar si la dism inuciôn en la capacidad de 
octanoato para estim ular el flujo gluconeogénico que se observa en 
condiciones de alto valor de la relaciôn lactato/piruvato en higados 
de ratas adrenalectom izadas, es consecuencia de un aumento en el 
estado de reducciôn  del sistem a N AD^ c ito sô lico , de una 
d ism inuciôn  en la d isp o n ib ilid ad  de p iru v a to , o de una 
combinaciôn de ambos factores. Por esta razôn, hemos estudiado la 
in flu en c ia  de v a riac io n es en la re lac iô n  la c ta to /p iru v a to , 
m anteniendo constante la concentraciôn de piruvato en el medio
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de perfusiôn, en la tasa de gluconeogénesis a partir de lactato en 
ausencia o en presencia de octanoato.
Las figuras 35 y 36 recogen el efecto de la adrenalectom ia 
sobre las tasas de respiraciôn y de producciôn de glucosa, asi como 
las variaciones del cociente lacta to /p iruvato  encontradas en el 
e fluen te  hepâtico  en higados perfundidos en ausencia  o en 
presencia de octanoato, respectivam ente. En estos experimentos, la 
concentraciôn de lactato se increm entô de form a lineal desde 0  
hasta 8 mM, m ientras que la concentraciôn  de p iruvato  se 
m antuvo constante, 0,1 mM, durante todo el experim ento. La 
adm inistraciôn de los substratos gluconeogénicos se realizô una 
vez que se habia alcanzado una tasa estacionaria de respiraciôn en 
ausencia o en presencia, respectivam ente, de una concentraciôn de 
octanoato de 0,1 mM. Con este diseno experim ental se consigne 
increm entar de form a lineal, desde 3 hasta 80, el valor de la 
relaciôn lactato/piruvato en el medio de perfusiôn.
En la figura 35 se aprecia que los incrementos de respiraciôn
y de gluconeogénesis, en respuesta a lactato, en presencia de una 
concentraciôn de piruvato de 0,1 mM en el medio de perfusiôn, no
difieren sign ificativam ente  de los encontrados en ausencia de
p iru v a to , ta n to  en h ig ad o s de ra ta s  c o n trô le s  com o 
adrenalectom izadas (Fig. 4). La diferencia mâs acusada entre los 
dos grupos de ratas se encuentra en los cambios que se producen 
en la relaciôn lactato/piruvato en el efluente hepâtico. M ientras 
que en h igados de ratas co n trô les , y a pesar de haber
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FIG U R A  35
EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE LOS INCREMENTOS DE 
RESPIRACION, PRODUCCION DE GLUCOSA Y COCIENTE 
LACTATO/PIRUVATO, EN HIGADO AISLADO Y PERFUNDIDO CON 
CONCENTRACIONES CRECIENTES DE LACTATO EN PRESENCIA DE 
UNA CONCENTRACION ESTACIONARIA DE PIRUVATO.
CONTROL AORENALECTOMIZADA
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H igados aislados de ratas contrôles y adrenalectom izadas, 
som etidos a un periodo  de ayuno du ran te  48 h., fueron  
perfundidos como se describe en M étodos. A lcanzada una tasa 
basai estacionaria de consum o de oxigeno, la concentraciôn de 
lactato  se increm entô  de form a lineal desde 0 hasta  8 mM, 
m ed ian te  un fo rm ad o r de g ra d ie n te s , m an ten ien d o  una 
concentraciôn estacionaria de piruvato de 0,1 mM. Cada 2min. se 
tomaron alicuotas del efluente hepâtico para la determ inaciôn de 
los distintos m etabolitos.
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FIGURA 36
EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE OCTANOATO SOBRE LOS 
INCREMENTOS DE RESPIRACION, COCIENTE LACTATO/PIRUVATO Y 
PRODUCaON DE GLUCOSA EN HIGADO AISLADO Y PERFUNDIDO CON 
CONCENTRACIONES CRECIENTES DE LACTATO EN PRESENCIA DE UNA 
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Higados aislados de ratas contrôles y adrenalectomizadas, 
sometidas a un periodo de ayuno de 48h., fueron perfundidos s eg un se 
describe en Métodos. Alcanzada una tasa basai estacionaria de consumo 
de oxigeno, se administré octanoato 0,1 mM, una vez estabilizada de 
nuevo la respiraciôn se incrementô de forma lineal la concentraciôn de 
lactato desde 0 hasta 8 mM mediante un formador de gradientes, 
manteniendo una concentraciôn estacionaria de piruvato Q,lmM, y 
fueron tomadas alicuotas del efluente hepâtico cada 2 min. para la 
determinaciôn de los metabolitos.
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increm entado linealm ente la relaciôn lactato/piruvato en el medio 
de perfusion del tejido, los cambios que se observan en el cociente 
la c ta to /p iru v a to  en e l e f lu e n te  h e p â tic o  son  e sc a so s , 
m anteniéndose en valores proxim os a los que prevalecen  en 
condiciones fisiologicas (W illiam son y col., 1967; Bûcher y col., 
1972). Por el contrario, los higados de ratas adrenalectom izadas 
parecen tener una menor capacidad de tamponar el sistema NAD"*" 
citosolico, ya que como se puede observar en el panel derecho de 
la figura 35, los valores de la relaciôn lactato /p iruvato  en el 
efluente hepâtico  aum entan de form a lineal a m edida que se 
incrementa el valor de este cociente en el medio de perfusiôn.
Cuando estos experim entos se llevan a cabo equilibrando 
previam ente la preparaciôn con octanoato, como se aprecia en la 
figura 36, la adm inistraciôn de concentraciones progresivam ente 
crecien tes de lacta to  en p resencia  de una concen traciôn  de 
piruvato de 0,1 mM, dio lugar a un mayor incremento en la tasa de 
consum o de oxigeno y en la de producciôn de glucosa que en 
ausencia del âcido graso, tanto en higados de ratas contrôles como 
adrenalectom izadas. En estas condiciones, se observa, de nuevo, un 
aum ento lineal en el estado de reducciôn del sistem a NAD^ 
citosôlico en higados de ratas adrenalectom izadas.
En la figura 37 se ha recogido de forma comparativa el efecto 
de octanoato sobre la tasa de gluconeogénesis en higados de ratas 
contrôles y adrenalectom izadas, perfundidos con concentraciones 
crecientes de lactato en presencia de una concentraciôn constante
1 4 7
FIG U RA  37
INFLUENCIA DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE EL EFECTO DE 
OCTANOATO EN LA TASA DE GLUCONEOGENESIS EN HIGADOS 
PERFUNDIDOS CON CONCENTRACIONES CRECIENTES DE LACTATO EN 





















0 2 6 8 0 24 6 84
(L A C T A T O ](m M )
H igados aislados de ratas contrôles y adrenalectom izadas, 
sometidas a un periodo de ayuno de 48 horas., fueron perfundidos 
segûn se describe en Métodos. Los datos han sido tomados de las 
figuras 35 y 36.
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de piruvato. Puede apreciarse que, tanto en higados de ratas 
c o n trô le s  com o a d re n a le c to m iz ad a s , la a d m in is trac iô n  de 
octanoato, en estas condiciones, produce una clara estimulaciôn del 
flujo gluconeogénico. Dicha estim ulaciôn es apreciable sobre todo 
cuando consideram os la velocidad m axim a de producciôn de 
glucosa. Lo mâs destacable de estos resultados es el hecho de que 
en higados de ratas adrenalectom izadas, la presencia de una 
concentraciôn baja de piruvato (0,1 mM) en el medio de perfusiôn, 
si bien no produce cambios apreciables en la tasa de producciôn de 
glucosa a partir de concentraciones crecientes de lactato (Figuras 
35 y 36) perm ite, en cam bio, que el tejido hepâtico responda 
increm entando la velocidad de producciôn de glucosa tras la 
administraciôn de octanoato. Hay que senalar, no obstante, que la 
capacidad de respuesta del tejido hepâtico a la estim ulaciôn de 
g lu c o n e o g é n is  p o r  o c ta n o a to  es m e n o r en r a ta s  
ad ren a lec to m izad as .
Por ultimo, se ha estudiado el efecto de octanoato sobre el 
flujo gluconeogénico en condiciones en las que se ha mantenido 
constante, y en el valor que prevalece en condiciones fisiolôgicas, 
la relaciôn lactato/piruvato en el medio de perfusiôn del tejido 
h ep â tico . P ara  e llo , los h ig ad o s de ra ta s  c o n trô les  y 
a d ren a lec to m izad as  fueron  p e rfu n d id o s  con co n cen trac io n es  
progresivam ente crecientes de lactato y de piruvato m anteniendo 
la relaciôn entre ambos substratos en 1 0 : 1 .
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Las figu ras 38 y 39 m uestran  la in flu en c ia  de la 
adrenalectom ia sobre las tasas de respiraciôn, gluconeogénesis y 
cambios en la relaciôn lactato/piruvato en higados perfundidos en 
ausencia y en p resencia  de octanoato  respectivam ente. Puede 
observarse en la figura 38 que la adrenalectom ia no produjo 
cambios significativos en las tasas de consumo de oxigeno y de 
producciôn de glucosa. En estas condiciones, el estado redox 
c ito sô lic o , ex p re sa d o  po r los cam b io s en el c o c ien te  
la c ta to /p iru v a to  en el e f lu e n te  h e p â tic o , se m an tien e  
p râc ticam en te  constan te  a lo largo de la duraciôn  de los 
ex p erim en to s, tan to  en h igados de ra tas  co n trô les  com o 
ad ren a lec to m izad as .
Cuando estos experimentos se realizaron en presencia de una 
concentraciôn estacionaria de octanoato de 0,1 mM (Fig. 39), se 
observô un mayor incremento en la tasa de consumo de oxigeno y 
en la producciôn de glucosa en los higados procedentes de los dos 
grupos de ratas. En estas condiciones, la adm inistraciôn  de 
octanoato  increm entô  ligeram ente el estado de reducciôn  del 
sistema NAD"^ citosôlico en los higados de las ratas contrôles; sin 
embargo, la adiciôn de octanoato produjo un aumento significativo 
del c o c ie n te  la c ta to /p iru v a to  en el e f lu e n te  h e p â tic o , 
fundam entalm ente cuando se u tilizan las concen traciones mâs 
bajas de substratos.
La figura 40 m uestra de form a com parativa el efecto de 
octanoato sobre la velocidad de producciôn de glucosa a partir de
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FIG U R A  38
EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE LOS INCREMENTOS DE 
RESPIRACION, COCIENTE LACTATO/PIRUVATO Y PRODUCCION DE 
GLUCOSA, EN HIGADO AISLADO Y PERFUNDIDO CON 
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Higados aislados de ratas contrôles y adrenalectom izadas, 
som etidos a un periodo de ayuno de 48 h., fueron perfundidos 
segûn se describe  en M étodos. A lcanzada una tasa basai 
estacionaria de consumo de oxigeno, la concentraciôn de lactato y 
piruvato se increm entô de form a lineal desde 0 hasta 8 mM y 
desde 0 hasta 0,8mM  respectivam ente, con un form ador de 
gradientes. Se tomaron alicuotas cada 2 min. para la determinaciôn 
de los distintos metabolitos.
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FIG U R A  39
EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE OCTANOATO SOBRE LOS 
INCREMENTOS DE RESPIRACION, COCIENTE LACTATO/PIRUVATO Y 
PRODUCCION DE GLUCOSA, EN HIGADO AISLADO Y PERFUNDIDO 
CON CONCENTRACIONES CRECIENTES DE LACTATO Y PIRUVATO. 
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Higados aislados de ratas, contrôles y adrenalectom izadas, 
som etidos a ayuno durante 48 horas, fueron perfundidos como se 
describe en M étodos. A lcanzada una tasa basai estacionaria de 
consumo de oxigeno, se adm inistré octanoato 0,1 mM y una vez 
estabilizada de nuevo la preparaciôn, la concentraciôn de lactato y 
piruvato se increm entô de form a lineal, con un form ador de 
g rad ien tes a una velocidad  de 0,15m M /m in y 0,015m M /m in 
respectivam ente . Se tom aron a licuo tas cada 2 min. para  la 
determinaciôn de los distintos metabolitos.
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FIG U R A  40
INFLUENCIA DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE EL EFECTO DE 
OCTANOATO EN LA TASA DE GLUCONEOGENESIS EN HIGADOS 
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Higados aislados de ratas contrôles y adrenalectom izadas, 
som etidas a ayuno durante 48 h., fueron perfundidos segûn se 
describe en Métodos. Los datos han sido tomados de las figuras 38 
y 39.
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lac ta to  y p iruvato  ( 1 0 : 1) en h igados de ratas con trô les y 
adrenalectom izadas. La adm inistraciôn de octanoato produjo una 
clara estim ulaciôn del flujo gluconeogénico tanto en higados de 
ratas contrôles como adrenalectom izadas, aunque también en estas 
condiciones se aprecia una m enor capacidad de respuesta a la 
estim ulaciôn de gluconeogénesis por octanoato en higados de ratas 
adrenalectom izadas (Fig. 40).
En re su m en , n u e s tro s  re su lta d o s  m u estran  que la  
adrenalectom ia no im pide el efecto de octanoato estim ulando la 
velocidad maxima del proceso de gluconeogénesis cuando se utiliza 
una combinaciôn de lactato y piruvato como precursores. Hay que 
senalar, no obstante, que sistem âticam ente se ha observado una 
m enor capacidad  de respuesta  del te jido  hepâtico  de ratas 
adrenalectom izadas para increm entar el flujo gluconeogénico tras 
la adm in istrac iôn  de octanoato . La m enor estim ulaciôn  de 
g luconeogénesis, inducida por octanoato , en higados de ratas 
adrenalectom izadas perfundidos con piruvato o con m ezclas de 
lactato y piruvato va acom panada de un m ayor aumento en el 
estado de reducciôn del sistema NAD"^ citosôlico en respuesta al 
âcido graso.
Por otra parte, el hecho de que la adrenalectom ia impida el 
efecto de octanoato estimulando la tasa de gluconeogénesis a partir 
de lactato, pero no a partir de piruvato o de mezclas de ambos 
substratos, no parece ser debido a una m enor disponibilidad de 
piruvato, para la sintesis de glucosa, cuando se utiliza lactato como
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precursor gluconeogénico. En efecto, cuando se représenta la tasa 
de producciôn de glucosa en funciôn de la concentraciôn de 
piruvato que se alcanza en el efluente hepâtico en las diferentes 
cond ic iones estud iadas (F ig . 41), puede o b serv arse  que el 
octanoato es capaz de estim ular el flujo gluconeogénico cuando los 
higados de ratas adrenalectom izadas son perfundidos con piruvato 
o con lac ta to  mâs p iruvato , incluso  en los m ârgenes de 
concen trac iôn  de p iruvato  en el e fluen te  hepâtico  que se 
encuentran cuando los higados son perfundidos con lactato como 
ûnico precursor gluconeogénico.
Nuestros resultados sugieren, pues, que el efecto diferencial 
de octanoato sobre el proceso de gluconeogénesis hepâtica en ratas 
adrenalectom izadas a partir de un precursor mâs reducido que la 
glucosa, como es el lactato, o mâs oxidado, como piruvato, no es 
debido a diferencias en la disponibilidad de piruvato en ambos 
casos, sino que el m antenim iento del estado de reducciôn del 
sistema NAD^ citosôlico, dentro de ciertos mârgenes, parece ser 
esencial para perm itir el efecto de octanoato estim ulando el flujo 
g luconeogénico.
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FIG U RA  41
PRODUCCION DE GLUCOSA EN DISTINTAS SITUACIONES 
EXPERIMENTALES EN FUNCION DE LA CONCENTRACION DE 
PIRUVATO EN EL EFLUENTE HEPATICO, EN HIGADO AISLADO Y 
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Higados aislados de ratas adrenalectom izadas, som etidas a 
ayuno durante 48 h, fueron perfundidos segûn se describe en 
Métodos. Los valores de producciôn de glucosa han sido tomados 
de las figuras (15, 30, 37 y 40) y se han representado en funciôn 
de la concentraciôn de piruvato hallada en alicuotas tomadas del 
efluente a intervalos de 2  minutos.
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6 . - RESPUESTA M ETABOLICA HEPA TICA A
ESTIM ULANTES a-A DRENERGICOS EN ANIM ALES 
A D REN OPRIV OS.
Los agentes a-adrenérgicos, al igual que los âcidos grasos 
producen, en tre  o tros efectos, un aum ento de la resp iraciôn  
hepâtica y una estim ulaciôn de gluconeogénesis. Hasta el momento 
se conoce que los glucocorticoides ejercen una acciôn perm isiva 
sobre los efectos glucogenoliticos y gluconeogénicos de los agentes 
a -a d re n é rg ic o s . S in em bargo , los co n o cim ien to s so b re  la 
interacciôn de g lucocortico ides y agonistas a -adrenérg icos son 
escasos y se ignora si los glucocorticoides son esenciales en la 
estimulaciôn horm onal del metabolismo energético. Por ello, hemos 
in ten tad o  c a ra c te r iz a r  la re sp u es ta  m etab ô lica  h ep â tica  a 
estim u lan tes a -a d re n é rg ic o s , com o fen ile fr in a , en an im ales 
a d re n o p riv o s .
6 . 1 . -  EFECTO DEL ESTADO DE NUTRICION EN LA RESPUESTA 
METABOLICA A FENILEFRINA EN HIGADO PERFUNDIDO.
La re sp u e s ta  re sp ira to r ia  del te jid o  h ep â tico  a la 
adm inistraciôn de fenilefrina ha sido bien caracterizada en nuestro 
laboratorio (Gonzâlez-M anchôn y col., 1988 b). La adm inistraciôn 
de fen ilefrina  a higados aislados y perfundidos produce un 
increm ento notable de resp iraciôn , de natu ra leza  b ifâsica. La 
prim era fase es de instauraciôn  râpida y de corta duraciôn, 
m ientras que en la segunda fase se produce un increm ento  
sostenido de respiraciôn. La prim era fase es independiente del
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estado de nutric iôn  del anim al m ientras que la segunda fase
m uestra  una dep en d en cia  del estado  de n u tric iô n , de la  
disponibilidad de energîa y de la presencia de Ca^^ extracelular
(G onzâlez-M anchôn y col., 1988 b). Por estas razones, hemos 
estudiado en prim er lugar, la influencia del estado de nutriciôn en 
la respuesta  hepâtica  a fen ilefrina  en ratas som etidas a una 
operaciôn sim ulada y en ratas adrenalectom izadas.
6.1.1.- Efecto de la adrenalectomia sobre la respuesta
hepâtica a fenilefrina en ratas alimentadas ad 
l i b i t u m.
La figura 42 muestra el efecto de fenilefrina sobre las tasas 
de consum o de oxigeno, glucogenolisis y las de producciôn de
lactato y piruvato en higados perfundidos de ratas som etidas a 
una operaciôn sim ulada (panel izquierdo) y adrenalectom izadas 
(panel derecho). En prim er lugar, puede observarse que el estrés 
quirûrgico no altera la respuesta del tejido a la administraciôn de 
fenilefrina. En efecto, los resultados obtenidos en higados de ratas 
sometidas a una operaciôn simulada son sim ilares a los obtenidos 
en nuestro laboratorio con higados de ratas contrôles (Gonzâlez- 
Manchôn y col., 1988 b). El incremento de respiraciôn, inducido 
por fen ilefrina  se acom pana de un aum ento en las tasas de 
glucogenolisis y glucolisis como lo refleja los aumentos en los 
niveles de glucosa y de lactato y piruvato respectivam ente en el 
efluente  hepâtico . A sim ism o, la adm in istrac iôn  de fen ilefrina  
produce una elevaciôn transitoria del cociente lactato/piruvato del
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FIG U RA  42
EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE LA RESPUESTA 
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Higados de ratas alim entadas ad libitum , som etidas a una 
operaciôn sim ulada o adrenalectom izadas fueron perfundidos con 
tam pon K rebs-R inger pH 7,4 segûn se describe en M étodos. 
D espués de que se alcanzara una tasa basai estacionaria  de 
respiraciôn, se administrô fenilefrina IpM. La determinaciôn de los 
distintos m etabolitos se realizô en alicuotas, del efluente hepâtico, 
tomadas a los tiem pos indicados en la figura. Los registros de 
consum o de oxigeno corresponden a experim entos representativos 
de cada situaciôn. Los resultados de las distintas tasas metabôlicas 
son valores promedio de al menos 6  experimentos.
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efluente hepâtico. Como puede observarse en el panel derecho de 
la  fig u ra  42, los h igados de an im ales ad rena lec tom izados 
conservan  el perfil b ifâsico  de la respuesta  resp ira to ria , pero  
am bas fases se en cu en tran  co n sid e rab lem en te  d ism in u id as. 
T am bién, dism inuyen significativam ente las tasas de producciôn 
de glucosa, lactato y piruvato.
Ademâs de estos efectos, la adm inistraciôn de fenilefrina da 
lugar a un aumento de la presiôn portal y a cambios significativos 
en la concentraciôn de los iones H^, Ca^^ y K"*" en el efluente 
hepâtico. En la figura 43 hemos recogido las respuestas ionotrôpica 
y p reso ra  a fen ile frin a  en h igados de ra tas con trô les y 
ad ren a lec to m izad as, a lim en tadas ad  lib itum . En esta  figura  
aparecen  rep resen tados sendos experim entos tipo . En prim er 
lugar, se aprecia que la adm inistraciôn de fenilefrina produce un 
aumento de la presiôn portai que no se ve afectado por la ausencia 
de esteroides adrenales. El incremento en la presiôn portai trâs la 
estim ulaciôn  adrenérg ica  ha sido previam ente descrita  (R eilly , 
1981; Moy y col., 1991), y se ha atribuido a la constricciôn de las 
vénulas sinusoïdales portales que regulan el flujo hepâtico. De 
form a sim ilar a la respuesta respiratoria, la respuesta ionotrôpica, 
inducida por fenilefrina consta de dos fases, la fase aguda se 
caracteriza por una captaciôn râpida de potasio y una disminuciôn 
en el pH del efluente hepâtico que se acom panan de un e flujo 
râpido de Ca^^. En la fase sostenida de la respuesta se observa una 
tendencia a dism inuir la acidificaciôn del medio extracelular, una 
liberaciôn de y una ligera captaciôn de Ca^"^, si bien la
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FIG U R A  43
EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE LAS RESPUESTAS 
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Higados de ratas alim entadas ad libitum , som etidas a una 
operaciôn sim ulada o adrenalectom izadas fueron perfundidos con 
tam pôn K rebs-R inger pH 7,4 segûn se describe en M étodos. 
D espués de que se a lcanzara una tasa basai estacionaria  de 
re sp irac iô n , se ad m in is trô  fen ile frin a  IpM . Los reg is tro s  
rep re se n ta d o s  en la figu ra  co rre sp o n d en  a e x p erim en to s  
re p re se n ta tiv o s .
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concentraciôn de este ion perm anece por encim a de los valores 
basales. En higados de ratas adrenalectom izadas (Fig. 43, panel
derecho), la respuesta  ionotrôpica, inducida por fenilefrina, no 
cam bia cualita tivam ente , sin em bargo, se observa una m enor
salida de protones al medio extracelu lar, asi como una m enor 
captaciôn de en la fase aguda de la respuesta, seguida de una 
mayor liberaciôn de este ion durante la fase sostenida; por ultimo, 
se aprecia una dism inuciôn en la [Ca^^] en el efluente hepâtico 
tanto en la fase aguda como sostenida de la estim ulaciôn por 
fen ile frin a .
6.1.2.- Efecto de la adrenalectomia sobre la respuesta
hepâtica a fenilefrina durante el ayuno.
La figura 44 m uestra el efecto de la adm inistraciôn de 
fen ilefrina  a higados de ratas contrôles y adrenalectom izadas, 
perfundidos en ausencia de substra tos. En higados de ratas 
som etidas a una operaciôn  sim ulada, la adm in istrac iôn  de 
fen ile frin a , en estas cond iciones expérim en ta les , p roduce la 
carac te ris tica  respuesta  resp ira to ria  de tipo  b ifâsico  que se 
acompana de un aumento en la liberaciôn de glucosa al medio de 
perfusiôn. El increm ento de respiraciôn, inducido por fenilefrina, 
en la fase aguda de la respuesta es de igual magnitud al producido 
por el agonista en los higados de ratas alimentadas (compârese con 
la Fig. 42). En los higados de ratas adrenalectom izadas se observa 
una disminuciôn considerable de la tasa de consumo de oxigeno asi 
como inhibiciôn dram âtica de la producciôn de glucosa ( Fig. 44, 
panel derecho).
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FIG U RA  44
EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE LA RESPUESTA 

























Higados de ratas contrôles y adrenalectom izadas, sometidas a 
ayuno durante 48 horas, fueron perfundidos con tampon Krebs- 
Ringer pH 7,4 segûn se describe en Métodos. Alcanzada una tasa 
basai estacionaria de respiraciôn, se adm inistré fenilefrina IjuM. La 
determ inaciôn  de glucosa se rea lize  en alicuotas del efluente  
hepâtico tomadas a los tiempos indicados en la figura. Los registres 
de c o n su m e  de o x îg en o  c o rre sp o n d e n  a e x p é r im e n te s  
representatives de cada situaciôn. Los resubados de la producciôn 
de glucosa son vaiores promedio de al menos 4 expérimentes.
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La figura 45 m uestra el efecto  de la adm inistraciôn  de 
fen ilefrina  a higados de ratas contrô les y adrenalectom izadas, 
som etidas a ayuno, perfundidos en presencia de una concentraciôn 
de piruvato 0,3 mM. Los resultados obtenidos en higados de ratas 
sometidas a una operaciôn simulada (parte izquierda de la Fig. 45) 
estân de acuerdo con observaciones previas de nuestro laboratorio 
(Gonzâlez-M anchôn y col., 1988 b). De nuevo, puede apreciarse la 
naturaleza b ifâsica  del increm ento de respiraciôn  inducido por 
fenilefrina. Se observa tam bién un aumento sim ultâneo en la tasa 
de producciôn de glucosa. En la fase râpida de la estim ulaciôn 
adrenérgica, se produce un notable increm ento en la tasa de 
producciôn de glucosa, del que no puede dar cuenta el aumento 
observado en la tasa de utilizaciôn de piruvato, lo cual, sugiere que 
este aumento transitorio en los niveles de glucosa es consecuencia 
de la estim ulaciôn de glucogenolisis, inducida por fenilefrina. La 
fase sostenida de respiraciôn coincide con un aumento en la tasa 
de g luconeogénesis  a p a rtir  de p iruvato . E sta respuesta  a 
fenilefrina se encuentra  considerablem ente d ism inuida en ratas 
adrenalectom izadas tanto en la fase aguda como en la sostenida de 
respiraciôn y de producciôn de glucosa (parte derecha de la Fig. 
45). De nuevo se observa que la adrenalectom ia no perturba la 
tasa de gluconeogénesis a partir de piruvato, sino que interfiere 
espec ificam en te  con la resp u esta  del te jido  hepâtico  a la 
estim ulaciôn adrenérgica.
1 6 4
FIG U R A  45
EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE LA RESPUESTA 
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Higados de ratas contrôles y adrenalectomizadas, sometidas a ayuno 
durante 48 horas, fueron perfundidos con tampon Krebs-Ringer pH 7,4 
hasta que se alcanzô una tasa basai estacionaria de respiraciôn. Piruvato y 
fenilefrina fueron ahadidos disueltos en el medio de perfusion a las 
concentraciones indicadas en la figura, en los momentos senalados con 
fléchas. Los registros de consumo de oxîgeno corresponden a experimentos 
representativos de cada situaciôn. La determ inaciôn de los distintos 
metabolitos, se realizô en alîcuotas del efluente hepâtico tomadas a los 
tiempos indicados en la figura. Los resultados son vaiores promedio de, al 
menos, 6 experimentos.
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La relaciôn entre consumo de oxîgeno y gasto energético, en 
estas condiciones expérimentales, aparece recogida en la 
tab la  X III. T an to  en h igados de ra ta s  co n trô les  com o 
adrenalectom izadas, la adm inistraciôn de piruvato va acom panada 
de un increm ento en la tasa de consumo de oxîgeno superior al 
necesario para dar cuenta de la tasa de producciôn de glucosa a 
partir de este substrato. En estas condiciones no se observan 
d iferencias s ig n ifica tiv as  en tre  los dos tipos de ratas. La 
adm inistraciôn  de fen ilefrina  a higados de ratas contrôles y 
a d ren a lec to m izad as , p e rfu n d id o s  en p re sen c ia  de p iruva to , 
produce, en ambos casos, un estîm ulo de respiraciôn que excede 
considerablem ente al coste energético del aum ento observado en 
la tasa de gluconeogénesis. No obstante, en los higados de ratas 
ad renalec tom izadas, el consum o de ox îgeno  que no puede 
justificarse para la sintesis de glucosa es signiricativam ente menor 
que en los contrôles. Estos resultados sugieren que algûn otro 
proceso dependiente de energia pudiera estar dism inuido en los 
higados de ratas adrenalectom izadas.
La caracterizaciôn de la respuesta ionotrôpica y presora de 
fenilefrina en higados de ratas contrôles y adrenalectom izadas se 
recoge en la fig u ra  46. T am poco  en estas cond ic iones 
expérim entales se observaron d iferencias sign ifica tivas en el 
increm ento de la presiôn portai, inducido por fenilefrina, en 
higados de ratas contrôles y adrenalectom izadas. El patron de los 
flujos de y Ca^^ en respuesta a la fenilefrina es sim ilar al 
inducido por el agonista en higados de ratas alimentadas (Fig. 43).
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TABLA XIII
RELACION ENTRE CONSUMO DE OXIGENO Y GASTO ENERGETICO 
EN HIGADOS, PERFUNDIDOS CON PIRUVATO, DE RATAS 
CONTROLES Y ADRENALECTOMIZADAS MANTENIDAS EN
AYUNO.
PRODUCCION ACONSUMO EQUIVALENTES
ADICIONES GRUPO DE DE OXIGENO PARA
GLUCOSA OXIGENO SINTESIS DE
GLUCOSA
(jumol/1 OOgPCxh) (patom/lOOgPCxh)
PIRUVATO CONTROL 67+5 200+20 134
0,3  mM ADX 64+2 228+13 128
PIRUVATO CONTROL 121+7 612+23 2 4 2
+ FE. IjuM ADX 77+2 335+19 154
Las condiciones expérimentales son idénticas a las de la figura 
45. Las tasas de producciôn de glucosa y de consumo de oxigeno se 
han calculado a los 20-25 min. de la administraciôn de piruvato 
(0,3mM) y a los 20 min. de la administraciôn de fenilefrina (IpM). 
Para la estimaciôn del gasto energético se ha asumido un valor de la 
relaciôn P :0  de 3. Los resultados mostrados son la media ± error 
estândar de al menos 7 experimentos. (ADX: adrenalectomizada).
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FIG U R A  46
EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE LAS RESPUESTAS 
PRESORA E IONOTROPICA A FENILEFRINA EN HIGADOS 



















Higados de ratas contrôles y adrenalectom izadas, sometidas a 
ayuno durante 48 horas, fueron perfundidos con tampon Krebs- 
Ringer pH 7,4 hasta que se alcanzô una tasa basai estacionaria de 
respiraciôn. Piruvato y fenilefrina fueron anadidos disueltos en el 
medio de perfusiôn a las concentraciones indicadas en la figura, en 
los momentos senalados con fléchas. Los registros representados 
en la figura corresponden a experim entos representativos.
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En estas condiciones, se produce inicialm ente una ligera captaciôn 
de seguida de un aumento râpido y transitorio de los niveles de
en el efluente hepâtico al que sigue una captaciôn lenta de este
iôn por el te jido  hepâtico , llegando a a lcanzar unos niveles 
estacionarios de en el medio extracelular similares a los vaiores 
b a s a le s .  C o m p a râ t  iv a m e n te ,  en h ig a d o s  de  r a ta s  
adrenalectom izadas, la adm inistraciôn de fenilefrina conlleva una 
menor salida de protones en las fases aguda y sostenida de la
respuesta y un aum ento en la captaciôn de potasio en la fase 
sostenida. La salida râpida de calcio y los niveles de Ca^^ en el 
medio extracelular durante la fase sostenida de la respuesta, se
encuentran ligeram ente dism inuidos.
El efecto de la adrenalectom ia dism inuyendo la estim ulaciôn 
de la tasa de gluconeogénesis, inducida por fenilefrina, no parece 
depender de la naturaleza del substrato utilizado, en contraste con 
lo que se observa respec te  a la acciôn perm isiva de los 
g lucocortico ides sobre el efecto  de octanoato  estim ulando la 
velocidad de gluconeogénesis. Asi, la figura 47 muestra que en los 
h igados de ra tas ad ren a lec to m izad as, tam bién  d ism inuye la 
estim ulaciôn de gluconeogénesis, en respuesta  a fenilefrina, a 
partir de un substrato reducido, como lactato, o de un precursor 
que entra en otro punto de la ru ta gluconeogénica como es el 
glicerol. La figura 47 m uestra tam bién que la respuesta no se 
restaura aum entando la disponibilidad de piruvato desde 0,3 hasta 
1 mM.
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FIG U RA  47
EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE FENILEFRINA SOBRE LAS 
TASAS DE RESPIRACION Y GLUCONEOGENESIS EN HIGADOS, DE 
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H igados de ratas som etidas a una operaciôn sim ulada y 
adrenalectom izadas y m antenidas en ayuno durante 48 horas, 
fueron perfundidos con tam pon K rebs-R inger pH 7,4. Una vez 
alcanzada una tasa basai estacionaria de respiraciôn, se ahadieron 
los d istin tos substratos gluconeogénicos y la fen ilefrina a las 
concentraciones indicadas en la figura. Para la determ inaciôn de 
glucosa se tomaron alicuotas del efluente hepâtico a los tiempos 
indicados en la figura. Los resultados son vaiores promedio de al 
menos 3 experim entos.
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6 . 2 . -  EFECTO DEL TRATAMIENTO IN VIVO CON GLUCOCORTICOIDES
SOBRE LOS EFECTOS DE FENILEFRINA EN RESPIRACION Y
PRODUCCION DE GLUCOSA.
La figura 48 m uestra el efecto del tratam iento  de ratas 
adrenalectom izadas con dosis sustitutivas de glucocorticoides taies 
com o la p redn iso lona  y dexam etasona sobre los efectos de 
fenilefrina en las tasas de respiraciôn y producciôn de glucosa en 
h igados de ra tas som etidas a ayuno du ran te  48 horas y 
perfundidos en ausencia de substratos. Puede observarse que el 
tratam iento con cualquiera de estos glucocorticoides es capaz de 
potenciar los efectos del agonista adrenérgico en higados de ratas 
adrenalectom izadas. La respuesta a fenilefrina que se observa en 
estas condiciones supera en m agnitud a la que se produce en 
h igados de ratas con trô les, no som etidas a tratam ien to . y 
perfund idos en las m ism as cond ic iones expérim en ta les . El
tra tam ien to  con p redn iso lona  perm ite  a lcan zar una tasa  de
producciôn de glucosa sim ilar a la observada en higados de ratas 
contrôles no sometidas a tratamiento. En el caso del tratamiento, 
con dexam etasona, se observan , tras la adm in istrac iôn  de
fenilefrina, niveles muy altos de glucosa en el efluente hepâtico. El 
contenido hepâtico de glucôgeno continua siendo alto, en higados 
de ratas adrenalectom izadas tratadas con dexam etasona, a pesar 
del periodo de ayuno de 48 horas, al que fueron sometidas. Ello se 
debe probablem ente a los efectos de prednisolona y dexametasona 
sobre el m etabolism o hepâtico de glucôgeno (Tabla II) y/o a un 
efecto directo de dexam etasona increm entando la actividad de la 
fosforilasa (Gômez-M unoz y col., 1989). El alto contenido hepâtico
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FIG U R A  48
EFECTO DEL TRATAMIENTO IN  VIVO CON GLUCOCORTICOIDES A 

































TRATAMIENTO NiNGUNO PREDNISOLONA DEXAMETASONA
Ratas adrenalectom izadas fueron som etidas a un periodo de 
ayuno de 48 horas. Los animales se dividieron en très grupos. El 
prim ero de ellos no recibiô ningûn tratam iento. Los otros dos 
grupos fueron  tra tad o s  con p red n iso lo n a  y dexam etasona  
respectivamente, segûn se describe en el apartado de Métodos. Las 
condiciones expérim entales son idénticas a las descritas en la 
figura.44. Los resultados son vaiores prom edio de al menos 3 
ex p erim e n to s .
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de g lu cô g en o , que se obse rv a  tras el tra tam ien to  con 
glucocorticoides, especialm ente en el caso de dexam etasona, hace 
que la respuesta a fenilefrina, en estas condiciones se asemeje a la 
que induce el a -agon ista  en higados de ratas alim entadas ad  
lib itum . De form a sim ilar, el tratam ien to  in vivo  de ratas 
adrenalectom izadas con p redn iso lona  y dexam etasona perm ite  
restaurar la respuesta  respiratoria  de fenilefrina en higados de 
ratas m antenidas en ayuno durante 48 horas, perfundidos en 
presencia de piruvato como precursor gluconeogénico (Fig. 49).La 
figura  49 m uestra  tam bién  com o la adm in istrac iôn  de un 
m ineralocorticoide como la aldosterona a ratas adrenalectom izadas 
no perm ite restaurar la respuesta respiratoria y gluconeogénica de 
fenilefrina. Estos resu ltados sugieren pues, que la acciôn de 
g lucocortico ides es un requ isite  im presc ind ib le  para que los 
agentes a-adrenérgicos produzcan sus efectos caracteristicos en el 
m etabolism o hepâtico.
6 . 3 . -  EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA EN LA ACTIVACION a  Y p
ADRENERG IC A.
Algunos autores han descrito  que la adrenalectom ia tiene 
como consecuencia una dism inuciôn im portante en el numéro de 
receptores a i  m ientras que aumenta la densidad de los receptores 
P en el tejido hepâtico (El-Refai y Chan, 1986; Studer y Borle, 1984; 
Borle y Studer, 1990). Estos resultados explicarian el aumento en la 
sensibilidad de adenilato ciclasa a la activaciôn por epinefrina o 
isoproterenol observado en higados de ratas adrenoprivas (W olfe
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FIG U R A  49
EFECTOS DE ALDOSTERONA, PREDNISOLONA Y DEXAMETASONA EN 
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Para la realizaciôn de estos experim entos se utilizaron ratas 
adrenalectom izadas, m antenidas en ayuno durante 48 horas. Los 
distintos tratam ientos se aplicaron segûn se describe en Métodos. 
Las condiciones expérim entales son idénticas a las descritas en la 
figura 45. Los resultados son vaiores prom edio de, al menos, 3 
ex p erim e n to s .
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y col., 1976; Chan y col., 1979). Por otra parte, resultados recientes 
de nuestro laboratorio han puesto de manifiesto la participaciôn de 
los receptores a  y p en la respuesta hepâtica a fenilefrina (Ayuso y 
col., 1990). Con estos an teceden tes, cabria  esperar que las 
respuestas respiratoria y gluconeogénica del tejido hepâtico tras la 
ad m in is trac iô n  de fe n ile fr in a , fueran  re la tiv a m e n te  m enos 
sensible a la acciôn de bloqueantes a  adrenérgicos en los higados 
de ratas adrenalectom izadas que en los contrôles. Por el contrario, 
la inactivaciôn de los receptores p afectaria preferentem ente a la 
acciôn de fenilefrina en higados de ratas adrenalectom izadas.
S in embargo, los resultados de la figura 50 muestran que la 
adm inistraciôn del antagonista prazosin, im pide por com pleto 
los efectos de fenilefrina sobre las tasas de consumo de oxigeno y 
de producciôn de glucosa, tanto en higados de ratas contrôles como 
adrenalectom izadas. De igual m anera, la adiciôn al m edio de 
perfusiôn de un antagonista P-adrenérgico como el propranolol 
(Fig. 51) dism inuye dram âticam ente el increm ento de respiraciôn, 
in d u c id o  po r fe n ile f r in a , e im p ide  la e s tim u la c iô n  de
gluconeogénesis en ambos tipos de ratas.
Por otra parte, la figura 52 muestra cômo la presencia de un
agonista P como es el isoproterenol dism inuye dram âticam ente los
efectos de fenilefrina sobre respiraciôn y gluconeogénesis tanto en 
higados de ratas contrôles como adrenalectom izadas. A dem âs, 
como se aprecia  en el panel derecho de la figura 52, la
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FIG U RA  50
EFECTO DEL PRAZOSIN SOBRE LA RESPUESTA METABOLICA A 
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Higados de ratas contrôles y adrenalectom izadas, som etidas 
ayuno durante 48 horas, fueron perfundidos con tampon Krebs- 
Ringer pH 7,4 hasta que se alcanzô una tasa basai estacionaria de 
resp irac iôn . P razosin , p iruvato  y fen ilefrina  fueron ahadidos 
disueltos en el medio de perfusiôn a las concentraciones indicadas 
en la figura , en los m om entos senalados con fléchas. La 
determinaciôn de la producciôn de glucosa se realizô en alicuotas 
del efluente hepâtico tomadas a los tiempos indicados en la figura. 
El registre de oxigeno y la producciôn de glucosa representados en 
la figura, corresponden a un experimento tipo.
1 7 6
FIG U RA  51
EFECTO DEL PROPRANOLOL SOBRE LA RESPUESTA METABOLICA A 


































Higados de ratas contrôles y adrenalectom izadas, sometidas a 
ayuno durante 48 horas, fueron perfundidos con tampon Krebs- 
Ringer pH 7,4 hasta que se alcanzô una tasa basai estacionaria de 
respiraciôn. Propranolo l, p iruvato  y fenilefrina fueron ahadidos 
disueltos en el medio de perfusiôn a las concentraciones indicadas 
en la figura, en los m om entos senalados con fléchas. La 
determinaciôn de la producciôn de glucosa se realizô en alicuotas 
del efluente hepâtico tomadas a los tiempos indicados en la figura. 
El registre de oxigeno y la producciôn de glucosa representados en 
la figura, corresponden a un experimento tipo.
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FIG U R A  52
EFECTO DEL ISOPROTERENOL SOBRE LA RESPUESTA METABOLICA A 
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Higados de ratas contrôles y adrenalectom izadas, sometidas a 
ayuno durante 48 horas, fueron perfundidos con tampon Krebs- 
Ringer pH 7,4 hasta que se alcanzô una tasa basai estacionaria de 
respiraciôn. Piruvato, isoproterenol y fenilefrina fueron ahadidos 
disueltos en el medio de perfusiôn a las concentraciones indicadas 
en la figura, en los m om entos senalados con fléchas. La 
determ inaciôn de la producciôn de glucosa se realizô en alicuotas 
del efluente hepâtico tomadas a los tiempos indicados en la figura. 
El registre de oxigeno y la producciôn de glucosa representados en 
la figura, corresponden a un experimento tipo.
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adrenalectom ia conlleva tam bién una atenuaciôn de la respuesta 
del tejido hepâtico a estim ulantes p adrenérgicos.
E stos resu ltad o s  sug ie ren , pues, que es necesaria  la 
integridad de los receptores a  y p en la membrana piasm âtica para 
que pueda producirse una respuesta com pléta a fenilefrina. Estos 
resultados, no obstante, no perm iten atribuir la inhibiciôn de la 
respuesta adrenérgica, en higados de ratas adrenalectom izadas, a 
una posible alteraciôn  en la densidad de los adrenorreceptores, 
inducida por la ausencia de esteroides adrenales.
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7 .  - EFEC TO  DE LA SUSTITUCION DE CLORURO DE SODIO
PO R CLO RU RO  DE COLINA, EN EL M EDIO DE 
PERFU SIO N , SOBRE LA RESPUESTA H EPA TICA  A
F E N IL E F R IN A .
En la  re sp u e s ta  h ep â tica  a fe n ile fr in a  destacan  un 
increm ento en la tasa de respiraciôn, que se acom paha por una 
acidificaciôn del m edio extracelular. Esta acidificaciôn del medio 
extracelu lar podria  deberse a una m ayor producciôn de lactato 
junto con una activaciôn del intercambiador Na'^’/H'*’. Puesto que los 
anim ales adrenalectom izados presentan  una d ism inuciôn  en la 
respuesta respiratoria  acom panada de una menor acidificaciôn del 
m edio ex tracelu lar, y no se aprecian cam bios en la tasa de 
producciôn de lactato, en higados de ratas m antenidas en ayuno 
(Fig. 45), podria pensarse que los cambios en el pH del efluente 
hepâtico , serian  debidos a d iferencias en la ac tiv idad  del 
intercam biador Na'^'/H'*'. Por esta razôn, decidim os explorar que 
papel juega  el contenido de Na"*" en la respuesta hepâtica a 
fenilefrina. Para ello, sustituim os en el medio de perfusiôn el 
c lo ru ro  de sod io  po r c lo ru ro  de co lina , m an ten iendo  la
m iliosmolaridad del medio. En la figura 53 puede apreciarse que la
ausenc ia  de sod io  produce una abo lic iôn  de la respuesta  
resp ira to ria , de la acid ificaciôn  del m edio ex trace lu la r y del 
aum ento en la producciôn de glucosa, inducidos por fenilefrina. 
Estos resultados sugieren la im portancia del m antenim iento de la 
composiciôn iônica del medio extracelular para la expresiôn de los 
efectos inducidos por fenilefrina, asi como que la regulaciôn de los 
flujos de Na"*" a través de la membrana piasmâtica es esencial para
la acciôn de este agonista.
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FIG U RA  53
EFECTO DE LA SUSTITUCION DE CLORURO DE SODIO POR CLORURO 

















Higados de ratas contrôles y adrenalectom izadas, sometidas a 
ayuno durante 48 horas, fueron perfundidos con tampon Krebs- 
Ringer pH 7,4 o con un tampon isoosmôtico en el que se sustituyô 
el cloruro de sodio por una concentraciôn equim olecular de cloruro 
de colina. Alcanzada una tasa basai estacionaria de respiraciôn, se 
administrô fenilefrina IpM. Los registros de consumo de oxigeno y 
pH corresponde a experim entos representativos de cada situaciôn. 
Los resultados de la producciôn de glucosa son vaiores promedio 
de, al menos 3 experimentos.
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8 . -  ACTIVIDAD PR O TEIN A  QUINASA C EN ANIM ALES 
AD REN O PRIV O S.
Como se ha recogido en la Introducciôn de este trabajo, la 
im plicaciôn de proteina quinasa C en la respuesta adrenérgica en 
el tejido hepâtico estâ bien documentada. Por ello, considérâm es 
de in terés estud iar la posib ilidad  de que la alteraciôn  de la
re sp u e s ta  a fe n ile f r in a , o b se rv ad a  en h ig ad o s de ra ta s
ad renalec tom izadas pud iera  deberse  a una a lte rac iôn  en la 
actividad de esta proteina.
La tabla XIV m uestra el efecto  de fen ilefrina  sobre la
actividad de proteina quinasa C en la fracciôn citosôlica y de 
m em branas de higados de ratas contrôles y adrenalectom izadas. 
En la mayor parte de los tejidos estudiados, la activaciôn de este 
enzima implica la translocaciôn de la proteina hacia la membrana 
piasm âtica (K raft y col., 1983; Berridge, 1987; Exton, 1988;
Piccoletti y col., 1990; Trilivas y col., 1991). Puede observarse, en 
prim er lugar, que la adrenalectom ia no altera la actividad basai 
total de proteina quinasa C (citosôlica+m em brana); sin embargo, 
produce una alteraciôn en la proprociôn relativa de la actividad de 
la quinasa en ambas fracciones. En los higados de ratas contrôles, 
en ausencia de fenilefrina, la actividad citosôlica représenta el 58% 
del to ta l, m ien tras que d ism inuye hasta  un 43% tras la 
adrenalectomia. La distribuciôn de la actividad basai de PKC en el 
tejido hepâtico contrasta con la encontrada en otros tipos celulares, 
en los que se ha descrito  que la actividad basai de PKC es 
m ayoritariam ente citosôlica (Kaku y col., 1991). La administraciôn
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TABLA XIV
EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE LA ACTIVIDAD DE
PROTEINA QUINASA C.
TIEMPO DESPUES DE LA ADM INISTRACION  
DE FEN ILEFR INA  (m in)
GRUPO 0
ACTIVIDAD DE PROTEINA Q UINASA C 
(pm ol A T P/m g proteina x min)
FRACCION CONTROL 127 86
CnOSOUCA ADRENALECTOMIA 104 117
FRACCION DE CONTROL 8 9  126
M E M B R A N A S ADRENALECTOM IA 135 91
La actividad de proteina quinasa C, en higados de ratas contrôles 
y adrenalectomizadas, alimentadas ad libitum  fue determinada segûn 
se describe en Métodos. A tiempo cero se tomô una biopsia ligando el 
lôbulo  hepâtico  co rrespond ien te  para p réven ir hem orrag ias. 
Inmediatamente después fueron administrados 0,03mg de fenilefrina 
en la vena porta y dos minutes después fue tomada la segunda biopsia 
hepâtica. Los resultados son la media de 2 experimentos en los que la 
actividad de proteina quinasa C en la fracciôn soluble y de membranas 
fue determinada por triplicado.
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de fenilefrina produjo una estim ulaciôn superior al 40% de la 
actividad de proteina quinasa C de membranas en higados de ratas 
contrôles. Por el contrario, en higados de ratas adrenalectom izadas 
se observa una dism inuciôn en dicha actividad en la fracciôn de 
m embranas en iguales condiciones.
9 . -  RESPUESTA M ETA BO LICA  A VASOPRESINA Y
ANGIOTENSINA II EN HIGADOS DE ANIM ALES
AD REN O PRIV O S.
La figura 54 m uestra los efectos de la adm inistraciôn de 
angio tensina II y vasopresina sobre g lucogenolisis en higados 
p e rfu n d id o s  de ra ta s  c o n trô le s  y ad re n a le c to m iz ad a s . La 
adm inistraciôn de angiotensina 11 o de vasopresina produce un 
aum ento considerable en la tasa de liberaciôn de glucosa, que 
a lcanza  un m âxim o entre  1 y 3 m inutos después de su 
adm in istrac iôn , para luego d ism inu ir p rog resivam en te . Puede 
o b se rv a rse  que  la a d re n a le c to m ia  p ro d u ce  tam b ién  una 
dism inuciôn apreciable en la respuesta g lucogenolitica de estas 
horm onas pep tid icas. A ngiotensina 11 y vasopresina com parten 
con fenilefrina efectores intracelulares. Por tanto, y a menos que 
se postulara una dism inuciôn en el num éro de receptores para 
estas horm onas, inducida por la adrenalectom ia, parece lôgico 
concluir que la atenuaciôn de la respuesta metabôlica a fenilefrina, 
observada en higados de ratas adrenalectom izadas no se debe a la 
dism inuciôn en el num éro de receptores a-adrenérgicos sino que 
reside en la cascada pro tem as-G —> fosfolipasa-C —>hidrôlisis de 
fosfo inositidos—>proteina quinasa C.
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FIG U RA  54
EFECTO DE LA ADRENALECTOMIA SOBRE LA RESPUESTA 
METABOLICA A ANGIOTENSINA II Y VASOPRESINA EN HIGADOS 


































Higados de ratas alim entadas ad libitum , som etidas a una 
operaciôn sim ulada o adrenalectom izadas fueron perfundidos con 
tam pon K rebs-R inger pH 7,4, segûn se describe en M étodos. 
Después de que se alcanzara una tasa basai estac ionaria  de 
respiraciôn, se adm inistrô  angiotensina II o vasopresina a las 
concentraciones indicadas en la figura. La determ inaciôn de los 
distintos m etabolitos se realizô en alicuotas, del efluente hepâtico, 
tomadas a los tiempos indicados en la figura. Los resultados de las 
distintas tasas m etabôlicas son vaiores prom edio de al menos dos 
e x p erim e n to s .
DISCUSION
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1 . - M ETABOLISM O H EPA TICO  DE ACIDOS GRASOS EN
ANIM ALES ADRENOPRIVOS.
La insuficiencia suprarrenal conlleva una dism inuciôn en los 
niveles circulantes de âcidos grasos (G authier y col., 1986). En
nuestras condiciones expérim entales, el contenido de âcidos grasos 
libres en plasm a dism inuyô en, aproxim adam ente, un 30% a los 
cuatro  dias de haberse p racticado  la adrenalectom ia b ila tera l 
(Tabla III). Consecuentemente con el hecho de que la oxidaciôn de 
âcidos grasos es proporcional a su concentraciôn piasmâtica (Soler- 
A rg ilaga  y col., 1974), y ju n to  con el hecho de que la
ad ren a lec to m ia  no a fec ta  a la ac tiv id ad  de la ca rn itin a
palm itoiltransferasa (CPT-I), (Saggerson y Carpenter, 1981), la tasa 
de respiraciôn hepâtica, en ausencia de substratos, dism inuyô en 
aprox im adam ente  la m ism a proporciôn  en h igados de ratas 
ad re n o p riv as  (F ig . 9). E stos re su lta d o s  sug ie ren  que la 
adrenalectom ia disminuye la tasa de m ovilizaciôn de âcidos grasos 
y no los mecanismos implicados en su oxidaciôn.
C uando se adm inistra  un âcido graso  exôgeno, como 
octanoato , tanto a higados aislados de ratas som etidas a una 
operaciôn simulada y a higados de ratas adrenalectom izadas, no se 
observaron diferencias significativas en las tasas de consum o de 
oxigeno y de producciôn de cuerpos cetônicos. Esto ocurre tanto si 
el octanoato es administrado en ausencia de otros substratos (Figs. 
8 y 9) como en presencia de un precursor gluconeogénico (Figs. 24 
y 26). Por otra parte, el conocido efecto anticetogénico de lactato 
(Fig. 27) se produce en ambos tipos de ratas. Por tanto, parece
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lôgico conclu ir que, en nuestras condiciones expérim entales, la 
ad re n a le c to m ia  no p a rece  p e rtu rb a r  la a c tiv id a d  de las 
deshidrogenasas m itocondriales responsables de la oxidaciôn de 
âcidos grasos.
2 . -  GLUCONEOGENESIS A PA R TIR  DE LACTATO O DE
PIRUVATO EN HIGADOS DE ANIMALES 
AD REN OPRIV OS.
Los resu ltados de las figuras 4 y 5 m uestran que la 
adrenalectom ia no perturba la tasa de gluconeogénesis hepâtica a 
partir de concentraciones progresivam ente crecientes de lactato o 
de piruvato. Estos resultados contrastan con trabajos previos que 
describen una menor tasa de gluconeogénesis en higados de ratas 
adrenalectom izadas, (Exton y col., 1972, 1973, 1976; Friedmann y 
col., 1967). La causa de esta discrepancia podria estar en la 
utilizaciôn de distintos modelos expérim entales o en la forma de 
adm in istrâ t los precursores g luconeogénicos. Asi, por ejem plo, 
hem os podido observar una inh ib ic iôn  de la ve locidad  de 
producciôn de glucosa a partir de lactato  en higados de ratas 
ad renoprivas cuando los h igados son perfund idos con una 
concentraciôn estacionaria de substrato (Fig. 26). Esta variabilidad 
pudiera ser debida al hecho de que la obtenciôn de una tasa 
estacionaria de producciôn de glucosa a partir de una determinada 
concentraciôn de substrato  es funciôn del tiem po. Resultados 
sim ilares se ob tuvieron  en nuestro  labora to rio , estudiando la 
dependencia de la tasa basai de gluconeogénesis de la presencia de 
Ca^^ extracelular (Gonzâlez-Manchôn y col., 1990).
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3 .  - INTERACCION GLUCOCORTICOIDES-ACIDOS GRASOS EN 
LA REGULACION DE GLUCONEOGENESIS.
La adrenalectom ia impide o dism inuye la estim ulaciôn de la 
"vmax" del proceso de gluconeogénesis hepâtica dependiendo de la 
naturaleza del precursor gluconeogénico.
La adm inistraciôn de octanoato a higados aislados de ratas 
som etidas a una operaciôn sim ulada (Fig. 12, panel izquierdo) 
produjo efectos sim ilares a los descritos previam ente en higados 
de ratas contrôles (G onzâlez-M anchôn y col., 1989). En prim er 
lugar, la adm inistraciôn de octanoato puede inhibir o estim ular la 
tasa de g luconeogénesis dependiendo de la concentraciôn  de 
su b s tra to  d isp o n ib le . E sta  o b se rv ac iô n  puede  e x p lic a r  la 
discrepancia de los trabajos que describen tanto estim ulaciôn de 
gluconeogénesis (Johnson y col., 1972; W illiamson y col., 1966; 
Siess y W ieland 1975) como inhibiciôn de la producciôn de glucosa 
inducida por âcidos grasos (Jomain-Baun y Hauson, 1975; Zablucki 
y col., 1983; W olfe y Shaw, 1984). Por otra parte, la interacciôn de 
octanoato con la ruta gluconeogénica da lugar a dos fenômenos 
bien diferenciados: un aumento de la velocida mâxima del proceso, 
que es inversam ente proporcional a la concentraciôn del âcido 
graso, y un desplazam iento de las curvas de saturaciôn hacia la 
derecha, que probablem ente refleja cam bios de afin idad por el 
substrato a nivel de la primera etapa reguladora de la via, es decir, 
el transporte de piruvato a través de la membrana mitocondrial.
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La adm in istrac iôn  de concen traciones de octanoato  por 
encima de 0,1 mM, a higados de ratas sometidas a una operaciôn 
simulada da lugar a una disminuciôn de la producciôn de piruvato 
a partir de lactato (Fig, 20, panel izquierdo) que puede llegar a ser 
del 80% cuando se utiliza una concentraciôn de octanoato de 0,5 
mM. Dado que estos valores son un reflejo  aproxim ado de los 
niveles intracelulares de piruvato y que, como se puede apreciar 
en la figura  15, las concen traciones de este  substra to  se 
encuentran dentro de los lim ites en los que su entrada a la 
mitocondria se supone limitante (Halestrap, 1978 a, b; Patel y col., 
1984; M artin-R equero y col., 1986), el hecho de que se siga 
observando un aumento de la velocidad m axima de producciôn de 
glucosa con una concentraciôn de p iruvato  mucho m enor sôlo 
puede explicarse si el transporte  de p iruvato  a través de la 
membrana m itocondrial ha sido activado.
En presencia de concentraciones de octanoato capaces de 
aum entar considerablem ente el estado de reducciôn del sistem a 
NAD^ citosôlico (Fig. 22, panel izquierdo), la etapa que contrôla el 
flu jo  g luconeogénico pudiera ser la catalizada  por el enzim a 
fo sfo e n o lp iru v a to  c a rb o x iq u in asa , ya que la co n cen trac iô n  
citosôlica de oxalacetato (=10 pM) esta dentro del rango de la Km 
de fosfoenolp iruvato  carboxiquinasa para este  in term ediario , y 
que un aumento del estado de reducciôn, inducido por la oxidaciôn 
de âcidos grasos, daria lugar a una dism inuciôn en los niveles 
estacionarios de oxalacetato en el citosol.
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La administraciôn de concentraciones crecientes de octanoato 
a higados de ratas adrenalectomizadas (Fig. 12, panel derecho) 
permite disociar dos aspectos caracteristicos del efecto del âcido 
graso sobre la tasa de gluconeogénesis a partir de lactato. En 
prim er lugar, la adrenalectom ia im pide el increm ento de la 
ve locidad  m âxim a de producciôn  de g lucosa, inducido  por 
octanoato, aunque se signe observando una relaciôn inversa entre 
"vmax" y concentraciôn del âcido graso. En segundo lugar, el 
caracteristico desplazamiento de la curva de saturaciôn en funciôn 
de la concentraciôn de octanoato se observa también en higados de 
ratas adrenalectom izadas.
El tratamiento in vivo de ratas adrenalectomizadas con un 
glucocorticoide de sintesis como prednisolona (Fig. 13), pero no con 
m in e ra i  oc o r t i  coi des ( r e s u l ta d o s  no m o s tra d o s )  r e s ta u rô  
parc ia lm ente  la capacidad  del oc tanoato  para  estim ular la 
producciôn de glucosa.
Nuestros resultados sugieren que los cambios cinéticos, 
inducidos por octanoato, responden a un mecanismo independiente 
de la presencia o no de g lucocortico ides; sin embargo, en 
consonancia con su papel permisivo en la acciôn gluconeogénica de 
algunas hormonas (Friedmann y col., 1967; Exton y col., 1972), los 
g lu c o c o r t ic o id e s  se r ian  un r e q u e r im ie n to  e se n c ia l  pa ra  
incrementar la capacidad mâxima de la ruta gluconeogénica en 
respuesta a âcidos grasos, sobre todo a partir de substratos mâs 
reducidos que la glucosa.
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No exister! apenas en la literatura evidencias acerca de la 
im p licac iôn  de los g lu co co rtico id es  en la regu lac iôn  de 
g luconeogénesis  po r  agentes no horm onales . Shackleford  y 
col.,(1986) describieron que la disminuciôn de gluconeogénesis que 
produce la endotoxina y por ende, la incapacidad de los sujetos 
afectados por salmonelosis de m antener niveles adecuados de 
glucosa en sangre, es consecuencia de la inhibiciôn de la inducciôn 
de ciertos enzimas hepâticos por g lucocorticoides, entre ellos 
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa. En relaciôn a la interacciôn 
glucocorticoides âcidos grasos, el ûnico precedente es un trabajo 
de nuestro laboratorio (Ayuso y col., 1986) que describia que, 
m ientras la adm in istrac iôn  de octanoato  in vivo  a ratas 
alimentadas ad libitum  estimulaba la incorporaciôn de ^"^C-Alanina 
en glucosa, la adrenalectom ia im pedia este efecto. Nuestros 
resultados demuestran, de forma inequivoca que la presencia de 
g lucocorticoides en im prescindible  para que se produzca una 
estim ulaciôn del flujo gluconeogénico a partir de lactato en 
respuesta a la oxidaciôn de âcidos grasos. Cuando se utiliza como 
precursor gluconeogénico un substrato mâs oxidado que la glucosa, 
como es piruvato, la adrenalectom ia no impide la respuesta 
hepâtica a octanoato  increm entando la velocidad mâxima de 
producciôn de glucosa (Fig. 29). Tanto en higados de ratas 
contrôles como adrenalectomizadas, el efecto de octanoato sobre la 
velocidad de producciôn de glucosa se aprecia a concentraciones de 
substrato por encima de 0,3 mM, es decir cuando el transporte de 
este metabolito a través de la membrana mitocondrial deja de ser 
limitante para su posterior metabolismo.
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El efecto diferencial de octanoato sobre la velocidad de 
gluconeogénesis a partir  de piruvato o de lactato en animales 
adrenoprivos podria ser explicado por la ausencia de estimulaciôn 
del transportador mitocondrial de piruvato inducida por octanoato. 
El efecto de la oxidaciôn de âcidos grasos sobre el transporte 
mitocondrial de piruvato estâ bien documentado (Scholz y col., 
1978; Dennis y col., 1978; Patel y col., 1984; Demaugre y col., 
1984). Una posible disminuciôn en la velocidad de transporte de 
p iruv a to  a través de la m em brana  m itocondria l  a fec ta r ia  
fundamentalmente a la tasa de gluconeogénesis a partir de lactato, 
ya que en estas condiciones, la baja disponibilidad de piruvato 
hace que su transporte a través de la membrana mitocondrial sea 
la etapa limitante de gluconeogénesis (Martin-Requero y col., 1986 
b), sin embargo nuestros resultados no apoyan esta idea. Los datos 
de la f ig u ra  15, m ues tran  que en h igad os  de ra tas  
adrenalectom izadas, de forma sim ilar a lo que ocurre en los 
higados de ratas contrôles, a medida que aumenta la concentraciôn 
de octanoato, m enor es la concentraciôn de piruvato que se 
requiere  para a lcanzar la mitad de la velocidad m âxima de 
producciôn de glucosa, lo cual sugiere una estim ulaciôn del 
transporte de piruvato a través de la membrana mitocondrial, en 
estas condiciones. Por otra parte, en los experimentos realizados 
con mezclas de lactato y piruvato (Figs. 37 y 40), el octanoato es 
capaz de estimular la tasa de gluconeogénesis, en higados de ratas 
adrenalectomizadas, aunque la concentraciôn de piruvato sea aùn 
limitante para su transporte (Fig. 41). Por tanto, podemos concluir
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que no hay evidencias de que la extirpaciôn de las glàndulas 
suprarrenales impida el efecto estimulador de octanoato sobre el 
transporte de piruvato a través de la membrana mitocondrial.
La tasa de oxidaciôn de octanoato, tanto en higados de ratas 
contrôles como adrenalectom izadas, no se ve afectada por la 
naturaleza del precursor gluconeogénico. Por tanto, también hay 
que exclu ir  una désignai ac tivac iôn  del enzim a p iruvato  
carboxilasa por su actiavador alostérico , acetil-CoA (Utter y 
Scrutton, 1969; Scrutton y Grilliths, 1981), en el caso de que se 
utilice lactato o piruvato como precursor gluconeogénico.
El distinto comportamiento de octanoato sobre la velocidad 
de gluconeogénesis, en higados de ratas adrenalectomizadas, segûn 
se utilice un precursor mâs oxidado o mâs reducido que la glucosa 
podria estar relacionado con la distinta forma en que el oxalacetato 
generado dentro de la mitocondria es transportado al citosol. La 
producciôn de glucosa a partir de lactato, conlleva el transporte de 
oxalacetato como aspartato (Krebs y col., 1967) mientras que en la 
gluconeogénesis a partir de piruvato, la salida de esqueletos 
carbonados ocurre como malato (Williamson y col., 1969). Por 
tanto, cabria pensar en la posibilidad de que la adrenalectomia 
pudiera perturbar el flujo a través de aspartato aminotransferasa 
o afectara directamente al transporte de aspartato a través de la 
membrana mitocondrial. Adicionalmente, hay que considerar que 
el aumento en el estado redox citosôlico (Fig. 22), de mayor 
intensidad que el que se produce en los higados de ratas contrôles
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tras la oxidaciôn de octanoato podria dism inuir aùn mâs la 
disponibilidad de oxalacetato en el citosol y limitar el flujo a través 
de fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, un enzima que, por otra 
parte, es inducido por glucocorticoides (Gunn y col., 1975).
Por ultimo, hay que considerar la posibilidad de que, en 
higados de ratas adrenalectom izadas, pudiera estar lim itada la 
generaciôn de energia que hiciera posible un estimulo del flujo 
g luconeogénico  en condic iones en que  la d isponib ilidad  de 
substrato es baja. El hecho de que la adrenalectomia no impida el 
efecto estimulador de octanoato sobre la tasa de producciôn de 
glucosa cuando aumenta la disponibilidad de piruvato, condiciones 
en las que se produce un aumento en el flujo a través de piruvato 
carboxilasa con la consiguiente  elevaciôn de los niveles de 
intermediarios del ciclo de los âcidos tricarboxilicos apoya esta
posib ilidad .
La estimaciôn del flujo a través del ciclo de los âcidos
tricarboxilicos en higados de ratas contrôles y adrenalectomizadas 
(Tablas XI y XII) muestra que, en higados de ratas contrôles, la 
administraciôn de lactato, octanoato o una mezcla de ambos
substratos produce un aumento del flujo a través del ciclo de los 
âcidos t r ic a rb o x i l ic o s ,  (T ab la  IX). En h igados de ratas
adrenalectom izadas, la adm inistraciôn conjunta de octanoato y 
lactato résulta en un 13% de inhibiciôn del flujo a través del ciclo 
de los âcidos tricarboxilicos. En estas condiciones, el octanoato no
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es capaz de aumentar la tasa de producciôn de glucosa a partir de 
lactato.
En todos los experimentos llevados a cabo en higados de 
ratas adrenalectom izadas, hemos observado sistemâticam ente un 
mayor estado de reducciôn del sistema NAD^ (Figs. 23, 36 y 39). 
Puesto que la relaciôn NADH/NAD^ es un importante modulador de 
la actividad del ciclo (Williamson y Cooper, 1980; Hansford, 1980), 
esta pudiera ser la causa de la inhibiciôn del flujo a través del ciclo 
de los âcidos tricarboxilicos, observada en higados de ratas 
ad ren a lec tom izadas , pe rfund idos  en p resenc ia  de lacta to  y 
octanoato .
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4 .  - ESTADO REDOX DEL SISTEMA NAD+ HEPATICO EN 
ANIM ALES ADRENOPRIVOS.
Es un hecho conocido que, en condiciones normales, existe un 
gradiente de potencial de ôxido-reducciôn entre el citosol y la 
mitocondria, mâs negativo en el interior de la mitocondria que en 
el citosol (W illiamson y col., 1967) y cuya preservaciôn es 
indispensable para el mantenimiento de la funciôn celular. El 
hecho de que la membrana mitocondrial sea impermeable a los 
n u c le ô tid o s  de n ico t in am id a  hace  que  el tran sp o rte  de 
équivalentes de reducciôn  tenga que rea lizarse  a través de 
aniones, substratos de deshidrogenasas en ambos compartimentos 
(C rane  y Low, 1976), lo que  frecuen tem en te  orig ina  una 
redistribuciôn de metabolitos cuando la célula se ve sometida a 
determinados estimulos (Parrilla y col., 1976). Existen numerosos 
trabajos en la literatura que describen cômo perturbaciones en el 
estado redox del sistema NAD^ van asociados con alteraciones en la 
tasa de gluconeogénesis (Hohorst y col., 1961; Wieland y Loffler, 
1963; Parrilla, 1978 a). Sin embargo, el papel de los cambios en el 
estado redox del sistema N AD^ citosôlico, en el control de 
g luconeogénesis, ha sido objeto de controversia  durante anos 
(Hohorst y col., 1961; Wieland y Lof fer, 1963; Hawkins y col., 1973 
y Parrilla, 1978 a), debido fundamentalmente al hecho de que el 
enz im a  g l ic e ra ld e h id o  d e sh id ro g en a sa  pa rece  m an tene r  la 
c o n c e n tra c iô n  de sus re a c ta n te s  p rô x im o s  al eq u il ib r io  
(Greembaum y col., 1971). Mâs recientem ente distintos autores, 
Sugano (1980), y Sistare y col.,(1985), han vuelto a poner de
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actualidad esta cuestiôn al demostrar que el potencial de ôxido- 
reducciôn citosôlico juega un papel importante en la respuesta 
gluconeogénica del higado a horm onas como el glucagôn y 
angiotensina IL
El estudio de la influencia de cambios en el estado redox del 
sistema NAD'"' citosôlico sobre la tasa de gluconeogénesis en
higados de ratas contrôles y adrenalectomizadas (Fig. 32) muestra 
cômo en higados de ratas contrôles un aumento pequeho en el 
cociente lactato/piruvato es capaz de producir una estimulaciôn 
considerable de la tasa de gluconeogénesis. Estos resultados estân 
de acuerdo con los descritos por otros autores (Sugano y col., 1980) 
quienes pudieron dem ostrar que la tasa de gluconeogénesis a
partir de lactato, disminuia progresivam ente a medida que se 
ahadian cantidades crecientes de piruvato al medio de perfusiôn.
En higados de ratas adrenalectomizadas, por el contrario, cambios 
en la relaciôn lactato/piruvato desde 2  hasta 2 0 , no produjeron 
ninguna alteraciôn en la tasa de gluconeogénesis. El anâlisis de la 
influencia del estado redox en la efectividad de octanoato para 
e s t im u la r  la tasa  de g lu co n eo g én es is  révé la  tam bién  un 
com portam iento distinto  de los higados de ratas contrôles y
adrenalectom izadas (Fig. 33). En los contrô les , la maxima 
estim ulaciôn de g luconeogénesis , inducida por octanoato , se 
obtiene con la mezcla de substratos que porporciona un estado 
redox mâs oxidado. Por encim a de un valor del cociente 
lacta to/piruvato  de 2 , la estim ulaciôn  de gluconeogénesis se 
mantiene constante y no parece depender de cambios en el estado
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de reducciôn del sistema NAD^, al menos dentro de los mârgenes 
estudiados. En estas condiciones, la administraciôn de octanoato 
p rodujo  un aum ento  del cocien te  lac ta to /p iruvato  de igual 
in tensidad  independientem ente  de la proporciôn  de lactato y 
piruvato en el medio de perfusiôn (Fig. 34). En los animales 
adrenalectomizados, la situaciôn es bien diferente (Fig. 33), la 
eficacia  de octanoato estim ulando la tasa de gluconeogénesis 
disminuye considerablemente a partir de un valor del cociente 
lacta to /p iruvato  superior a 1 0 , ello explicaria  la incapacidad 
absoluta del âcido graso para estimular la velocidad de producciôn 
de g lucosa  cuando se u tiliza  lacta to  como ûnico precursor 
gluconeogénico. En estas condiciones, el cambio en la relaciôn 
lactato/piruvato en el efluente hepâtico, inducido por octanoato, 
aumentô de forma lineal, a medida que se incrementaba el valor 
de este cociente en el medio de perfusiôn del tejido hepâtico (Fig. 
34). Resultados similares se observaron cuando se aumentô, de 
forma lineal, la relaciôn lactato/piruvato, manteniendo constante 
la concentraciôn de piruvato en el medio de perfusiôn (Fig, 36). 
Estos resultados sugieren la existencia de una relaciôn inversa 
entre el estado de reducciôn del sistema NAD^ citosôlico y la 
capacidad del âcido graso para estimular el flujo gluconeogénico en 
higados de ratas adrenalectomizadas. El mantenimiento del estado 
de reducciôn del sistema NAD^ citosôlico, dentro de ciertos limites, 
parece ser esencial para permitir el efecto de los âcidos grasos 
estimulando la capacidad mâxima de la ruta gluconeogénica.
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A parentem ente , los h igados de ratas adrenalectom izadas 
poseen una menor capacidad para reoxidar el exceso de oferta de 
équivalentes de reducciôn al c itosol, que ocurre durante la 
oxidaciôn de âcidos grasos. Las causas del mayor estado de 
redu cc iôn  del s is tem a  N A D ^ c ito sô lico , inducido  por la 
adrenalectom ia, no se conocen. Nosotros no hemos encontrado 
diferencias significativas en la actividad de lactato deshidrogenasa 
en higados de ratas contrôles y adrenalectomizadas. En efecto, la 
actividad de lactato deshidrogenasa, en la direcciôn de formaciôn 
de lactato fue de 1,16 + 0,1 y 1,03 ±  0,02 pmoles/min x mg de 
proteina en los contrôles y adrenalectomizadas respectivamente. El 
estudio de la influencia de la adrenalectomia sobre la actividad de 
las distintas lanzaderas que intervienen en la transferencia de 
e le c tro n es  en tre  el c ito so l  y la m ito c o n d ria  ap o rta r ia  
probablemente, alguna luz a esta cuestiôn. Finalmente, hay que 
considerar la posibilidad de que las diferencias en el estado de 
reducciôn del sistema NAD"^ sean consecuencia de cambios en el pH 
intracelular secundarios a perturbaciones en el equilibrio iônico.
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5 .  M ETABOLISM O EN ERG ETICO  EN HIGADOS DE
ANIM ALES ADRENOPRIVOS.
La u t i l i z a c iô n  de h ig ad o s  p e r fu n d id o s  de ra ta s  
adrenalectom izadas ofrece un modelo experim ental in teresante  
para estudiar ciertos aspectos relacionados con la estimulaciôn del 
metabolism o energético y gluconeogénesis. La estimulaciôn de 
g luconeogénesis  por âcidos grasos depende de su oxidaciôn 
mitocondrial (Ruderman y col., 1974; Tutwiler y Dellevigne, 1979). 
Como se ha discutido previamente, la adrenalectomia no perturba 
la oxidaciôn de octanoato, sin embargo impide la estimulaciôn de 
producciôn de glucosa a partir de lactato. Por otra parte, tanto en 
higados de ratas contrôles como adrenalectomizadas, se observa 
una relaciôn reciproca entre la capacidad del âcido graso para 
incrementar el consumo de oxigeno y la velocidad mâxima de 
producciôn de glucosa. Estos resultados confirman la idea de que la 
oxidaciôn de âcidos grasos no soporta el coste energético de la 
producciôn de glucosa (Gonzâlez-Manchôn y col., 1989).
La energia generada de la oxidaciôn de âcidos grasos se 
inv ierte  fu ndam en ta lm en te  en increm entar la form aciôn de 
cuerpos cetônicos (Tablas VI y VII) independientemente de si se 
estimula o no el flujo gluconeogénico. Existe un g ran numéro de 
trabajos en la literatura dedicados al estudio de los factores que 
determinan la regulaciôn de la formaciôn de cuerpos cetônicos en 
higado. Segûn algunos autores (Siess y col., 1984), la tasa de 
cetogénesis vendria determinada por los niveles de oxalacetato. 
Una d ism inuciôn  en los n iveles de este m etabolito  como
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consecuencia de una menor sintesis o por una mayor utilizaciôn 
cuando se incrementa el flujo gluconeogénico daria lugar a un 
incremento en la tasa de formaciôn de cuerpos cetônicos. Nuestros 
resultados m uestran, sin embargo, que la tasa de cetogénesis 
parece ser independ ien te  de los n iveles  es tac iona r io s  de 
oxalacetato. En efecto, la tasa de producciôn de cuerpos cetônicos 
es idéntica en higados de ratas contrôles y adrenalectomizadas 
tanto en ausencia como en presencia de lactato (Figs. 10 y 27). Por 
otra parte, nuestros resultados tampoco apoyan la idea de que la 
velocidad de cetogénesis sea controlada por el potencial de 
fosforilaciôn (Wilson y col., 1974; Erecinska y col., 1977) puesto 
que no se observaron diferencias en la tasa de cetogénesis en 
situaciones en las que las demandas de ATP del tejido hepâtico son 
claramente distintas (Tablas VI y VII).
Nuestros resultados apoyan trabajos previos (Berry col., 
1983) que indican que la oxidaciôn de âcidos grasos hasta acetil- 
CoA y formaciôn de cuerpos cetônicos no depende del potencial de 
fosforilaciôn. Estos autores pudieron dem ostrar, estudiando el 
efecto de varios inhibidores de la cadena respiratoria  en el 
catabolism o de âcidos grasos, la distinta sensibilidad de los 
procesos de generaciôn de acetil-CoA y su utilizaciôn para la 
sintesis de cuerpos cetônicos y la oxidaciôn de acetil-CoA en el 
ciclo de los âcidos tricarboxilicos, mientras el primero no se veia 
afectado por variaciones significativas en los niveles de ATP, el 
segundo era fuertem ente  inh ib ido . En nuestras condiciones 
expérimentales, también pudimos observar una disociaciôn de los
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dos procesos del catabolism o de âcidos grasos. El anâlisis
comparativo de los procesos involucrados en la utilizaciôn de 
oxigeno en higados de ratas contrôles y adrenalectom izadas, 
perfundidos con lactato y octanoato (Tablas XI y XII) permite 
comprobar que en higados de ratas adrenoprivas, se produce una 
inhibiciôn del flujo a través del ciclo de los âcidos tricarboxilicos, 
mientras que la form aciôn de cuerpos cetônicos no se ve
sign ifica tivam ente  a lterada respecto  a los higados de ratas 
contrôles. En estas condiciones, y a pesar de que no disminuye la 
producciôn total de energia, no se produce la estimulaciôn de 
gluconeogénesis por octanoato. Estos resultados apoyan, pues, la 
idea de que es la energia derivada de un incremento del flujo a
través del ciclo de los âcidos tricarboxilicos la que estâ soportando
el coste energético de la producciôn de glucosa.
El significado fisiolôgico del aparente dispendio de la energia 
derivada de la oxidaciôn de âcidos grasos en la formaciôn de 
cuerpos cetônicos, junto con la incapacidad de los âcidos grasos 
para elevar el potencial de fosforilaciôn (Brock y col., 1980; 
Akerboom y col.,1978), no se conoce. Algunos autores (Berry y col., 
1983) han sugerido un posible papel calorigénico de los âcidos 
grasos en higado, a semejanza de lo que ocurre en el tejido adiposo 
marrôn. De acuerdo con esta idea estâ la observaciôn de que la 
tasa de cetogénesis estâ incrementada en ratas aclimatadas al frio 
(Maekubo y col., 1977). El hecho de que el proceso de cetogénesis 
procéda independientemente de las demandas de energia, se ha 
interpretado en el sentido de que puede constituir un mecanismo
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para la râpida transform aciôn de âcidos grasos en compuestos 
solubles que puedan ser utilizados por otros tejidos.
En resumen, nuestros resultados muestran que el incremento 
de respiraciôn, inducido por âcidos grasos no soporta el coste 
energético de la sintesis de glucosa, sino que, fundamentalmente, 
la energia derivada de su oxidaciôn se utiliza para incrementar la 
formaciôn de cuerpos cetônicos. Otros procesos dependientes de 
energia como el mantenimiento de un estado redox mitocondrial 
mâs reducido (Berry 1980) o la utilizaciôn de ATP debida a la 
activaciôn de la ATPasa NA^-K'*' de la membrana plasmâtica 
(P lom p y col., 1983) y el increm en to  en el g rad ien te  
e lectroquim ico  de protones a través de la membrana interna 
mitocondrial (Nobes y col., 1990) podrian contribuir también al 
incremento de respiraciôn inducido por octanoato.
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6 . - RESPUESTA HEPATICA A ESTIMULANTES
a-ADRENERGICOS, DE HIGADOS DE ANIMALES 
AD REN OPRIV OS.
La adm in istrac iôn  de fenilefrina  produce, en el tejido 
hepâtico, una variedad de efectos cuyo significado aùn no se 
conoce con precisiôn. Particularmente, la relaciôn existente entre 
las acciones hemodinâmica e ionotrôpica y los efectos metabôlicos 
dista mucho de estar aclarada. La adrenalectom ia tiene como 
consecuenc ia  una atenuaciôn de la m ayoria de los efectos 
inducidos por fenilefrina en el tejido hepâtico. La acciôn permisiva 
de los glucocorticoides en algunos efectos de catecolaminas como la 
estimulaciôn de glucogenolisis y gluconeogénesis ha sido descrita 
previamente (Exton y col., 1972); no obstante, que sepamos, no se 
habia  e s tud iado  de form a sis tem âtica  la in fluencia  de la 
ad rena lec tom ia  en una serie de param étrés  sensibles a la 
estim ulaciôn adrenérgica.
La caracterizaciôn de la respuesta a fenilefrina en higados de 
ratas adrenalectom izadas ha permitido en primer lugar apreciar 
una disminuciôn en los efectos de fenilefrina sobre glucogenolisis, 
glucolisis, gluconeogénesis y respiraciôn hepâtica, asi como una 
atenuaciôn de la respuesta ionotrôpica en ausencia de cambios en 
el efecto vasopresor de fenilefrina (Figs. 42 y 43). De forma similar 
tam bién  se ha observado una disociaciôn entre los efectos 
m etabô licos  y hem odinâm icos que produce  la estim ulaciôn  
eléctrica  periportal en higados perfundidos en presencia de un
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vasodila tador como el n itroprusido sodico (Haiissinger y col., 
1987).
El estrés quirurg ico  no altera  la respuesta  hepâtica  a 
estimulantes adrenergicos. Los resultados obtenidos en higados de
ratas sometidas a una operaciôn simulada estân de acuerdo con 
resultados previos de nuestro laboratorio (Gonzâlez-M anchôn y 
col., 1988 b) asi como de otros autores (Jakob y Diem, 1975; 
Haüssinger y col., 1987) que estudiaron aspectos parciales de la
respuesta adrenérgica. La administraciôn de fenilefrina a higados
aislados y perfundidos provoca una serie de respuestas de 
naturaleza bifâsica, con una primera fase de instauraciôn râpida y 
de corta duraciôn y una fase sostenida que perdura mientras se
mantenga el agonista en el medio de perfusiôn. La ausencia de 
esteroides suprarrenales altera la intensidad de las dos fases de la 
respuesta. La 1- fase se caracteriza por un aumento en el consumo 
de oxigeno y en la producciôn de glucosa que va acompanada por 
una captaciôn de y una liberaciôn de H"*" y Ca^^ al medio 
extracelular. Esta primera fase es independiente del estado de 
nutriciôn y de la presencia de substratos oxidables. En la 2- fase se 
observa un aumento sostenido de respiraciôn y de producciôn de 
glucosa tan to  a partir  de las réservas de glucôgeno como 
sintetizada de novo a partir de precursores gluconeogénicos (Figs. 
42 y 45). En esta fase disminuyen ligeramente los niveles de Ca^^ 
en el efluente hepâtico, manteniéndose por encima de los valores 
basales. Se produce una liberaciôn neta de al medio extracelular 
que es cualitativamente distinta segûn el estado de nutriciôn del
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animal (Figs. 43 y 46), y se mantiene la acidificaciôn del medio 
ex trace lu la r .
Los efectos mâs notorios de la insuficiencia suprarrenal en la 
respuesta  adrenérgica son los siguientes: 1 ) disminuciôn de la 
estim ulaciôn de respiraciôn inducidos por fenilefrina; 2 ) menor 
estim ulaciôn de glucogenolisis, glucolisis y gluconeogénesis; 3) 
disminuciôn del eflujo de H^; 4) disminuciôn del in flujo de en la 
fase aguda de la respuesta  ; 5) no se observan diferencias 
significativas en la respuesta presora portai y 6 ) disminuciôn del 
eflujo de Ca^^ inducidos por fenilefrina.
El eflujo incial de Ca^^ ocurre inmediatamente después de la 
llegada  del agonista  al higado y refleja , probablem ente, la 
movilizaciôn de un depôsito intracelular de Ca^^ (Blackmore y col., 
1982; Reinhart y col., 1982,1984). Simultâneamente se produce un 
aumento en la concentraciôn del mensajero intracelular inositol 
1,4,5 trisfosfato (Berrigde e Irvine, 1984; Williamson y col., 1985). 
Al cabo de unos minutos, los niveles de Ca^^ en el efluente 
hepâtico dism inuyen hasta que se alcanza una nueva situaciôn 
e s tac io n a r ia  que se m antiene  m ientras dura el aporte  de 
fenilefrina. Esta fase sostenida depende de la presencia de Ca^^ en 
el medio extracelular (Reinhart y col., 1984 a), lo cual sugiere que 
se activa la entrada de este iôn. Al retirar la fenilefrina del medio 
de perfusiôn, se restablecen los niveles basales de Ca^^ (Figs. 43 y 
46). Estos resultados estân de acuerdo con observaciones previas 
que sugerian que los depôsitos intracelulares de Ca^^, movilizados
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por los a-agonistas no son restituidos hasta que se retira el agente 
adrenérgico (Blackmore y col., 1982; Reinhart y col., 1982, Joseph 
y Williamson 1983). Aparentemente el aumento en los niveles de 
IP3 séria la causa de que no puedan ser restituidos los depôsitos 
intracelulares de Ca^^ (Prentki y col., 1985). En resumen, la 
estimulaciôn adrenérgica résulta en una salida neta de Ca2 +, la cual 
implica que la estimulaciôn de la tasa de eflujo de Ca^^, inducida 
por fenilefrina excede al incremento en la tasa de entrada de calcio 
desde el medio extracelular. Este efecto de fenilefrina aumentando 
los niveles de Ca^^ en el efluente hepâtico, parece afectarse por la 
ausencia de esteroides suprarrenales (Figs. 43 y 46), de acuerdo 
con los resultados de Studer y Borle, 1984 y Borle y Studer, 1990, 
que describian un efecto de la adrenalectomia disminuyendo la 
tasa de eflujo de Ca^^ y un aumento en la tasa de entrada de Ca^ "*" 
en hepatocitos aislados.
Coincidiendo con la fase aguda de salida de Ca^^ al efluente 
hepâtico, se produce una captaciôn de de intensidad variable 
dependiendo de las condiciones expérimentales (Figs. 43 y 46), a la 
que sigue una posterior liberaciôn de K^. Una redistribuciôn de 
en respuesta a agentes adrenérgicos ha sido descrita por otros 
autores en higado aislado y perfundido (Althaus-Salzman y col., 
1980; Haüssinger y col., 1987; Reinhart y col., 1984 a, b). Esta 
captaciôn de podria estar mediada por una estim ulaciôn
dependiente de Ca^^ de la ATP-asa de Na'^/K'*' de la membrana 
plasmâtica (Capiod y col., 1982). Puesto que también se ha descrito 
una inhibiciôn por Ca^^ de la ATP-asa Na'‘‘/K ‘‘’ (Sarkadi y Tosteson,
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1980) se ha propuesto la hipôtesis de que la activaciôn de la 
bomba Na'^/K'^ por agentes movilizadores de Ca^^ podria ser el
resultado del desplazamiento de un "pool" inhibidor de Ca^^ en la 
cara interna de la membrana plasmâtica en el microambiente de la 
bomba (Capiod y col., 1982). También Becker y Jacob, 1982, 
postularon que la captaciôn inicial de inducida por fenilefrina
estaba mediada por la ATP-asa de Na'^/K"'", ya que este efecto de
fenilefrina era impedido en presencia de ouabaina. Sin embargo, y 
puesto que la respuesta respiratoria y glucogenolitica no se veian 
afectadas concluyeron que la activaciôn de la bomba Na' '^/K'*' no era 
esencial para la transducciôn del mensaje hormonal.
N u es tro s  resu ltad o s , ob ten idos  en h igados de ra tas
adrenalectom izadas, a lim entadas ad lib itum , m uestran que la 
ex tirpaciôn  de las glàndulas suprarrenales induce una menor
captaciôn de K"*" seguida de una mayor liberaciôn de este iôn en la 
fase sostenida de la respuesta. Estos resultados son compatibles 
con una disminuciôn de la ATP-asa de Na'""/K'^ de la membrana 
plasmâtica inducida por la adrenalectomia (Miner y col., 1980).
Estos autores mostraron una disminuciôn en la actividad de la 
ATP-asa de Na'"'/K'*" en higados de ratas adrenalectomizadas. El 
tratamiento con dosis sustitutivas de glucocorticoides, pero no de 
m ineralocorticoides revertia parcialmente la inhibiciôn. El efecto
de los glucocorticoides se ejerce sobre la "vmax" de la ATP-asa
N'^/K'*' sin afectar a la Km- Estos resultados sugieren la posibilidad 
de una acciôn genômica de los glucocorticoides activando la 
expresiôn del gen de la ATP-asa de Na'^/K'*'.
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Después de la captaciôn inicial de K^, tiene lugar una 
liberaciôn de este iôn al medio extracelular. Esta salida de 
parece aum entar en los anim ales adrenoprivos (Fig. 43). La 
liberaciôn de se ha atribuido a una estimulaciôn de canales de 
secundaria a un aumento en la concentraciôn de Ca^^ libre 
citosôlico . Puesto que se ha descrito  que la adrenalectom ia 
disminuye el incremento en los niveles de Ca^^ libre citosôlico, 
inducidos por epinefrina en hepatocitos aislados (Freudenrich y 
Borle, 1988) no parece razonable pensar en una mayor actividad 
de los canales de en higados de ratas adrenalectomizadas. El 
aumento aparente en la liberaciôn de potasio cuando disminuye la 
captaciôn incial de este iôn refleja, probablemente, el hecho de que 
normalmente los procesos de captaciôn y liberaciôn de se
solapan en el tiempo.
La fen ile fr ina  produce  una ac id if icac iôn  del e fluen te  
hepâtico, que se mantiene mientras este présente el agonista. La 
salida de pudiera estar causada por una estimulaciôn del
intercamabiador Na'*‘/H'*' o por un incremento en la liberaciôn de 
lac ta to  al m edio ex trace lu la r , ya que este  m etabo lito  es 
cotransportado con un protôn (Fafournoux y col., 1985).
La adrenalectom ia dism inuye notablem ente  el efecto de 
fen ile fr in a  estim ulando  la ex trusiôn  de pro tones al medio 
extracelular, tanto en higados de ratas alimentadas (Fig. 43) como 
en higados de ratas sometidas a un periodo de ayuno (Fig. 46). 
Puesto que en esta ultima condiciôn no se observaron cambios
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apreciables en la tasa de producciôn de lactato en higados de ratas 
adrenalectom izadas (Fig. 45), que puedieran dar cuenta de la 
m enor a c id if icac iô n  del m edio  ex trace lu la r ,  induc ida  p o r  
fen i le f r in a , p a rece  lôg ico  co n c lu ir  que la a c t iv id ad  del 
intercam biador Na'‘“/H '‘‘ debe jugar un papel importante en la 
transducciôn del mensaje hormonal. Esta idea se apoya en los 
resultados de la figura 53, que muestran cômo la eliminaciôn de 
Na"^ del medio de perfusiôn impide los efectos de fenilefrina sobre 
la liberaciôn de protones al efluente hepâtico y sobre las tasas de 
respiraciôn y de producciôn de glucosa tanto en higados de ratas 
contrôles como adrenalectomizadas. La eliminaciôn de N a ’’’ del 
m edio de perfusiôn  produce, sin em bargo, una inh ib ic iôn  
importante de la tasa de respiraciôn endôgena que cuestiona la 
integridad del ôrgano en estas condiciones. No obstante, estos 
resultados son consistentes con observaciones recientes de nuestro 
labo ra to rio  que m uestran  que la inh ib ic iô n  se lec tiva  del 
intercam biador N a‘‘'/H'*' por amilorida impide los efectos tanto 
agudos como sostenidos, mediados por fenilefrina, sin afectar a 
ningûn parâmetro funcional en ausencia del agonista.
No se d ispone  de ev idencias  de un efecto  de la 
adrenalectomia sobre la actividad y/o niveles del intercambiador 
Na‘‘'/H^ en el tejido hepâtico, sin embargo se ha demostrado que 
los glucocorticoides, pero no los mineralocorticoides, estimulan la 
actividad del intercambiador Na'^/H'*' tanto en vesiculas obtenidas 
de membranas de los tùbulos proximales de rihôn como en células 
intactas del mismo tejido (Kinsella y col., 1984; Bidet y col., 1987)
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en consonancia con el papel de los glucocorticoides sobre la 
excreciôn de âcido en el animal intacto (Hulter y col., 1980, 1981). 
La dexametasona activa la "vmax" del intercambiador (Freiberg y 
col., 1982). Este efecto se impide en presencia de actimomicina D y 
cicloheximida, indicando por tanto que se requiere la sintesis de 
ARN y de protemas. La acciôn de los glucocorticoides sobre la 
actividad del intercambiador es compatible, por tanto, con
un aumento en el numéro de intercambiadores.
Los re su l ta d o s  de la  tab la  X IV m uetran  que la 
adrenalectomia impide la activaciôn de proteina quinasa C. Dado 
que la actividad del intercam biador Na'^/H'*' es estimulada por 
proteina quinas C en una variedad de tipos celulares (Moolenaar y 
col., 1984; Frelin y col., 1988), cabe pensar que la disminuciôn 
observada en la extrusiôn de protones, en respuesta a fenilefrina, 
en higados de ratas adrenoprivas pudiera estar causada por la 
menor actividad de proteina quinas C, sin que pueda excluirse un 
efecto de la adrenalectomia sobre la inducciôn de la sintesis de las 
moléculas del intercambiador Na'*'/H'*'-
El estudio sistemâtico de los efectos metabôlicos, ionotrôpicos 
y presores de fen ilefrina  en higados de ratas contrôles y 
adrenalectomizadas nos permite postular la existencia de una serie 
de acontecimientos desencadenados tras la uniôn de fenilefrina a 
sus receptores de membrana y cuya secuencia temporal podria ser 
la siguiente: la activaciôn del intercambiador Na'^’/H'*" inducida por 
fenilefrina, parece ser una de las etapas iniciales del proceso, la
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entrada de Na"*" en intercambio con hace que se pongan en 
marcha los mecanismos necesarios para que los iones Na"^ puedan 
ser transportados al exterior de la célula. En la fase aguda de la 
respuesta la actividad de la ATP-asa Na' '^/K'*' puede contribuir al 
eflujo de Na^, sin embargo, la dependencia de Ca^^ de la fase 
sostenida de la respuesta sugiere que la salida de Na"*" ocurre 
fundam entalm ente  a través del in tercam biador Na'*'/Ca^'*'. Los 
iones Ca^^ saldrian posteriormente de las células mediante la ATP- 
asa de Ca2+ de la membrana plasmâtica. Los movimientos de iones 
en contra del gradiente electroquimico, junto con la estimulaciôn 
de procesos b iosin té ticos  darîan  cuenta del increm ento  de 
respiraciôn inducido por el agonista. La atenuaciôn de la respuesta 
adrenérg ica  en higados de ratas adrenoprivas parece ser el 
resultado de una menor actividad del intercambiador N a‘‘"/H‘*'.
La disminuciôn en el numéro y/o afinidad de los receptores 
a i-adrenérg icos, inducida por la adrenalectomia, no parece jugar 
un papel relevante en la atenuaciôn de la respuesta hepâtica a 
fenilefrina, como han sugerido algunos autores (El-Refai y Chan, 
1986). En prim er lugar, la ocupaciôn previa de receptores p- 
ad ren é rg ico s  po r iso p ro te re n o l  d ism in u y e  la re sp u es ta  a
fe n i le f r in a  tan to  en h ig ad o s  de ra tas  c o n trô le s  com o
a d re n a le c to m iz a d a s  (F ig . 52). A sim ism o  la re sp u es ta  a
isopro tereno l tam bién  esta d ism inuida  en higados de ratas 
adrenalectomizadas. Por otra parte, la utilizaciôn de antagonistas 
de tipo a  y p produjo una aboliciôn de los efectos de fenilefrina 
tanto en higados de ratas contrôles como adrenalectom izadas.
2 1 3
sugiriendo que la diversidad de respuestas a fenilefrina es el 
resultado de la interacciôn simultânea del agonista con distintos 
tipos de recep tores. Estos resu ltados estàn de acuerdo con
observaciones previas (Saz y col., 1989) que mostraban que la 
fen ile fr ina  es capaz de estim ular la ac tiv idad  hepâtica  de 
fosforilasa aùn en condiciones sobresaturantes de Ca^^ cuando 
presumiblemente la activaciôn ai-adrenérg ica  no conduciria a un 
ulterior aumento en los niveles de Ca^^ libre citosôlico.
Por ultimo, el hecho de que la adrenalectom ia produzca
también una atenuaciôn de la respuesta hepâtica a otros agentes 
movilizadores de Ca^^ como angiotensina II y vasopresina (Fig. 54) 
sugiere  que la ausencia  de g lucocortico ides afecta  a nivel 
postreceptor en uno o mâs puntos de la secuencia: protem as G—> 
fosfolipasa C—> hidrôlisis de fosfoinositidos—> proteina quinasaC.
La incapacidad de la fenilefrina para estim ular proteina
quinasa C en higados de ratas adrenalectomizadas (Tabla XIV) 
po d ria  d eberse  a una d ism inuc iôn  en la generac iô n  de 
diacilglicerol, inducida por el agonista. Borle y Studer, (1990) 
observaron que la acumulaciôn de IP3 en respuesta a epinefrina, 
en hepatocitos aislados dism inuia en un 50% en hepatocitos 
obtenidos de ratas adrenalectomizadas. La menor formaciôn de IP3 
se acompana de un incremento menor en la concentraciôn de Ca^"^ 
libre citosôlico (Freudenrich y Borle, 1988). Estos mismos autores 
descartaron un defecto en la movilizaciôn intracelular de Ca^^ en
hepatocitos de ratas adrenalectomizadas, ya que no encontraron
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diferencias significativas en la movilizaciôn de Ca^^ de los 
almacenamientos intracelulares, en respuesta a IP3 , en hepatocitos, 
p e rm e a b i l iz a d o s  con  sa p o n in a ,  de ra ta s  c o n trô le s  y 
ad re n a le c to m iz ad a s .
7 .  - PA PEL DE LOS GLUCOCORTICOIDES EN LA
REGULACION DE GLUCONEOGENESIS POR
FE N IL E F R IN A .
La adrenalectomia disminuye selectivamente la estimulaciôn 
de gluconeogénesis a partir de piruvato, asi como el incremento de 
respiraciôn inducidos por fenilefrina (Fig. 45). La fase aguda y 
transitoria  de la respuesta  energética y metabôlica también se 
encuentra afectada por la carencia de esteroides suprarrenales, 
aunque  s ign e  ob se rv ân d o se  un increm en to  tran s ito r io  de 
producciôn de glucosa y el caracteristico aumento, producido por 
fenilefrina, en el estado de reducciôn del sistema NAD^ citosôlico.
El t ra ta m ie n to  in v ivo  con dosis  su s t i tu t iv a s  de 
g lu c o c o r t i c o id e s ,  p e ro  no de a ld o s te r o n a ,  a ra ta s  
ad rena lec tom izadas  perm ite  la res tauraciôn  de la respues ta
respiratoria y gluconeogénica (Fig. 49). Por el contrario, la adiciôn
de dexametasona al medio de perfusiôn (resultados no mostrados) 
no tuvo ningûn efecto sobre la tasa de gluconeogénesis a partir de 
piruvato, tanto en ausencia como en presencia de fenilefrina, 
pud ien do  desca r ta r ,  por tan to , un efecto  d irec to  de los
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glucocortico ides sobre la ruta g luconeogénica  como se habia 
descrito previamente (Sistare y Haynes, 1985; Martin y col., 1984).
A diferencia del papel permisivo de los glucocorticoides en la 
regulaciôn de gluconeogénesis por octanoato, la influencia de la 
a d re n a le c to m ia  d ism in uyen do  el e fec to  g lu co n eo g én ico  de 
fenilefrina no depende de la naturaleza del precursor, puesto que 
también se observé una disminuciôn en la velocidad de producciôn 
de glucosa a partir de lactato o de glicerol (Fig. 47).
El mecanismo mediante el cual la fenilefrina estimula el 
proceso de gluconeogénesis a partir de substratos que entran en la 
via a nivel de piruvato no esta completamente elucidado. La acciôn 
hormonal se ejerce en algùn punto de las etapas comprendidas 
entre la transformaciôn de piruvato a fosfoenolpiruvato (Ochs y 
Lardy, 1983). Los efectos de fenilefrina disminuyendo los niveles 
in tram itocondria les de glutam ato (Siess y col., 1978), o la 
a c t iv a c iô n  g lobal de las d e sh id ro g e n a sa s  m ito c o n d ria le s  
(McCormack, 1985) originando un aumento del flujo a través del 
ciclo de los âcidos tricarboxilicos, y elevando por tanto el potencial 
de fo s fo r i lac iôn  favorecerian  la carbox ilac iôn  de p iruvato  
(Halestrap, 1989; Gonzâlez-Manchôn, 1988 b). Otros efectos de 
fenilefrina que podrian explicar la estimulaciôn de gluconeogénesis 
son la activaciôn de fosfoenolpiruvato carboxiquinasa mediada por 
un aum ento en el eflujo de Fe a través de la membrana 
mitocondrial secundario a la elevaciôn de Ca^^ libre citosôlico 
inducido por el agonista (Merryfield y Lardy, 1982) y un aumento
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en la ve locidad  del transporte  de piruvato  a través de la 
membrana mitocondrial (Thomas y Halestrap, 1981) o la inhibiciôn 
de piruvato quinasa (Hue y col., 1978). La menor estimulaciôn de 
g lu c o n e o g é n e s i s  p o r  f e n i le f r in a  en h ig a d o s  de ra ta s  
adrenalectomizadas no parece ser debida a una disminuciôn de la 
actividad del transportador de piruvato a través de la membrana 
mitocondrial, inducido por la adrenalectomia, ya que el efecto de 
fen ile fr ina  so b re  la tasa de g luconeogénesis  a pa rt ir  de 
concentraciones suprafisiolôgicas de piruvato (>0,3mM), cuando su 
entrada a la mitocondria no es limitante (Halestrap, 1978 a y b; 
Pande y Parvin, 1978) también esta disminuido en higados de 
ratas adrenalectomizadas (Fig. 47).
La ausencia de esteroides adrenales parece incapacitar al 
tejido hepâtico para responder a determinados estimulos con un 
incremento del flujo a través del ciclo de los âcidos tricarbixilicos 
(Tabla XII). Cabe pensar, por tanto, que la adrenalectomia pudiera 
impedir el efecto de fenilefrina incrementando el flujo a través del 
ciclo de los âcidos tricarboxilicos (Taylor y col., 1986) Esta 
c ircunstancia podria crear una situaciôn desfavorable para que 
pueda incrementarse el flujo a través de piruvato carboxilasa, en 
respuesta a la administraciôn de fenilefrina. Esta idea se apoya 
también en los resultados de (Allan y Titheradge, 1984) quienes 
postularon que los glucocorticoides facilitarian la activaciôn de 
piruvato carboxilasa por determinadas hormonas, al permitir un 
aumento en los niveles de las moléculas efectoras de este enzima, 
acetil-CoA y ATP (Scrutton y Griffiths, 1981; Stucki y col., 1972).
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A dic iona lm ente , hay que cons idera r  el papel de los 
g lu co c o r tic o id e s  sobre  la in d u cc io n  de F o s fo en o lp iru v a to  
carboxiquinasa (Gunn y col., 1975). La actividad de este enzima en 
higados de ratas adrenoprivas parece ser suficiente para permitir 
una tasa basal normal de gluconeogénesis a partir de lactato o 
piruvato, sin embargo, el flujo a través de este enzima podria ser 
limitante para responder a un estimulo aumentando el flujo a 
través de la via.
Por otra parte, dado que la estimulaciôn de gluconeogénesis 
se acompana de un incremento paralelo en la tasa de respiraciôn 
hepâtica  (Fig. 45), a lgunos au tores han sugerido  que la 
estim ulaciôn de g luconeogénesis , inducida por fen ilefrina  es 
secundaria al incremento de respiraciôn (Halestrap y Dunlop, 
1986; Kraus-Friedman, 1986; Pryor y col., 1987) de acuerdo con la 
idea g e n e ra l iz a d a  de que  un au m en to  de re sp ira c iô n ,  
independ ien tem ente  de cual sea la causa  que lo orig ine, 
estimularia el proceso de gluconeogénesis suministrando energia 
(Quinlan y Halestrap, 1986). Otros autores, sin embargo, sostienen 
que es la demanda de energia la causa de que se produzca un 
aumento de respiraciôn (Tager y col., 1983). En este sentido, 
trabajos recientes de nuestro laboratorio (Gonzâlez-Manchôn y col., 
1988 a) han podido dem ostrar que, si bien un aumento de 
resp irac iôn  es im presc in d ib le  para  que aum ente  el flujo 
g luconeogénico, no existe una relaciôn estequiom étrica  entre 
ambos procesos. La misma conclusiôn puede alcanzarse analizando 
los resultados de la tabla XIII. Tanto en higados de ratas contrôles
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como adrenalectomizadas, el incremento en el consume de oxigeno, 
p roducido por fenilefrina, excede el que se necesitaria  para 
satisfacer los requerimientos de ATP para la estimulaciôn de la 
smtesis de glucosa a partir de piruvato.
Por otra parte, la administraciôn de fenilefrina a higados, de 
ratas alimentadas o sometidas a un periodo de ayuno, perfundidos 
en ausencia o en presencia de substratos, produce en todos los 
casos un aumento considerable de respiraciôn (Figs. 42, 44 y 45) 
independientem ente de que las demandas de energia para los 
procesos biosintéticos sean muy distintas en cada caso. En cada 
una de estas situaciones expérimentales, la fenilefrina produce 
cualitativamente la misma respuesta ionotrôpica. El movimiento de 
iones (fundamentalmente Ca^^ y Na"*") en contra del gradiente 
electroquimico daria cuenta de una buena parte del incremento en 
el consumo de oxigeno inducido por el agonista. Estos resultados, 
junto con el hecho de que tampoco el incremento de respiraciôn, 
inducido por la oxidaciôn de âcidos grasos soporte el coste 
energético de la producciôn de glucosa, sugieren que, entre todos 
los procesos celulares dependientes de energia, el proceso de 
gluconeogénesis, contrariamente a lo que se venia admitiendo, no 




1. - Los glucocorticoides no son esenciales para el mantenimiento
de una tasa basal, no estimulada, de gluconeogénesis a partir
de lactato o piruvato,
2 .-  La oxidaciôn hepâtica de âcidos grasos hasta acetil-CoA no
estâ afectada por la carencia de glucocorticoides.
3 .- La presencia de glucocorticoides, es decir, la normosuflciencia
suprarrenal es un requisito imprescindible para que el tejido  
hepâ tico  pueda  responder a agentes estim uladores del 
m e ta b o lis m o  e n e r g é t ic o  in c r e m e n ta n d o  e l f l u j o  
gluconeogénico .
4 .-  La insuficiencia suprarrenal impide selectivamente la 
estimulaciôn de gluconeogénesis a partir de lactato, inducida 
por octanoato.
5 .-  En higados de ratas adrenalectomizadas, parece existir una 
relaciôn inversa entre el estado de reducciôn del sistema  
N A D ^ citosôlico y la capacidad de los âcidos grasos para 
e s tim u la r  g lu c o n e o g é n e s is , lo  c u a l in d ic a  que el 
m antenim iento del estado de reducciôn del sistem a N AD ^  
citosô lico  dentro  de c iertos m ârgenes es esencial en la 
respuesta gluconeogénica.
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6 .- La administraciôn conjunta de lactato y  octanoato a higados 
de ratas adrenalectom izadas produce una inhibiciôn acusada  
del flu jo  a través del ciclo de los âcidos tricarboxilicos.
7 .-  La utilizaciôn de higados de ratas adrenalectomizadas ha 
perm itido disociar los efectos de octanoato sobre respiraciôn  
y gluconeogénesis. La energia derivada de la oxidaciôn de 
âcidos grasos se emplea fundam entalm ente en la producciôn  
de cuerpos cetônicos. El coste energético de gluconeogénesis 
parece recaer en la estimulaciôn del flu jo  a través del ciclo 
de los âcidos tricarboxilicos.
8 .- La integridad de las glândulas suprarrenales es requisito 
indispensable para la obtenciôn de una respuesta hepâtica  
normal a la estimulaciôn adrenérgica.
9 .-  La adrenalectomia atenûa las respuestas respiratoria e 
ionotrôpica hepâticas a fen ile fr ina  sin a lterar la respuesta 
presora .
10.- La adrenalectomia perturba asimismo la respuesta 
g lucogenolltica  a vasopresina y a angiotensina II. Estos 
resultados sugieren que los g lucocortico ides alteran las 
respuestas hormonales hepâticas a nivel post-receptor.
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11 .- La administraciôn de bloqueantes a o ^ adrenérgicos, asi, 
como la ocupaciôn previa de receptores p por isoproterenol, 
p ro d u jo  una d ism inuciôn  de la respuesta  hepâ tica  a 
fe n ile fr in a . E stos resu ltados p erm iten  conclu ir  que la  
diversidad de respuestas a fen ile frina  es el resultado de la 
interacciôn del agonista con varios tipos de receptores y que, 
por tanto, la descripciôn de fen ilefrina  como un agonista  a /  
puro no se ajusta a la realidad de su mecanismo de acciôn.
12.- La adrenalectomia no altera la actividad total de proteina  
quinasa C (citosôlica y . membranosa) hepâtica, pero impide su 
activaciôn po r fenilefrina.
13.- La aboliciôn de la respuesta hepâtica a fenilefrina en 
ausencia de Na'^ en el medio extracelular indica que el influjo  
de N a^ a través de la membrana plasmâtica es una de las 
etapas iniciales en la transducciôn del mensaje hormonal.
14 .- En ausencia de Na no se observaron cambios de pH  en el 
efluente hepâtico en respuesta a fen ilefrina , lo cual sugiere  
que la activaciôn del intercam bio N a^/H '^ a nivel de la 
m em brana p la sm â tica  es un com ponente  esenc ia l de l 
mecanismo de acciôn de fenilefrina.
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15 .- La atenuaciôn de la respuesta a-adrenérgica inducida por la 
adrena lec tom ia  podria  se r  el resu ltado  de una m enor  
activaciôn del intercam biador Na'^/H'^ mediada por proteina  
quinasa C.
1 6 .- ha alteraciôn de los flu jos de Ca^^ y en respuesta a 
fen ile frina , en higados de ratas adrenalectom izadas sugiere  
que la adrenalectom ia afecta al funcionam iento  general de 
los sistem as de transporte iônico a través de la membrana  
p lasm âtica .
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